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 RESUMO 
O câncer de cabeça e pescoço é um tipo tumoral altamente maligno e agressivo que 
apresenta uma taxa elevada de morbidade e mortalidade, acometendo 
principalmente a cavidade oral, a laringe e a faringe. A correlação entre os 
elementos traços e o processo de carcinogênese, deve-se ao potencial citotóxico de 
alguns destes quando disponíveis em concentrações excedentes. Somado a este, 
estudos recentes descreveram a associação destes elementos com a regulação de 
vias relacionadas a progressão tumoral e com o prognostico a ser observado, dentre 
essas vias está a via da hipóxia que tem o seu principal regulador a HIF1. Assim, 
este trabalho avaliou a caracterização elementar em amostras de carcinoma células 
escamosas da cavidade oral, bem como a associação do uso do tabaco no perfil 
elementar e a relação com o prognóstico e sobrevida dos pacientes. Além disso, 
avaliou a expressão das proteínas HIF1-α e PHD3 e sua relação com os hábitos 
tabagista e etilista, assim como a expressão dessas proteínas à presença de 
elementos químicos nas mesmas amostras de carcinoma de células escamosas de 
cavidade oral. Para isso, foram obtidas 78 amostras de tecido tumoral de pacientes 
diagnosticados com carcinoma de células escamosas de cavidade oral, tratados no 
Instituto do Câncer Arnaldo Vieira de Carvalho e acompanhados por pelo menos 24 
meses a partir do tratamento inicial. As amostras foram categorizadas de acordo 
com os hábitos tabagista e etilista. Foram confeccionados tissue microarrays para a 
caracterização elementar por meio da técnica de µ-XRF baseada em radiação 
sincrotron, bem como para a análise da expressão dos proteínas HIF-1α e PHD3. 
Para os testes de associação foram utilizados o teste Qui-quadrado e o teste exato 
de Fisher. A regressão logística multivariada por modelagem foi utilizada para 
ajustar os valores do odds ratio e o intervalo de confiança. As curvas de sobrevidas 
foram avaliadas segundo o modelo Kaplan-Meier e o valor de p de Wilcoxon e 
modelo Cox Proportional Hazards foi utilizado para o ajuste dos valores de hazards 
ratio e o intervalo de confiança. Os seguintes elementos foram detectados: 
magnésio, fósforo, enxofre, cloro, potássio, cálcio, cromo, manganês, ferro, zinco, 
cobalto, níquel, cobre, arsênio e bromo. Em relação ao prognóstico, o magnésio 
esteve relacionado à sobrevida livre de doença e o cloro e cromo com recidiva, 
mostrando-se um fator protetor contra a ocorrência de recidiva e para uma melhor 
sobrevida livre de doença. Foi verificado a expressão nuclear de HIF-1α em 68 
amostras e de HIF-1α citoplasmática em 71 amostras de carcinoma de células 
escamosas de cavidade oral. A expressão nuclear de PHD3 foi observada em 49 
amostras e de PHD3 citoplasmática em 48 amostras. Foi verificada ainda a relação 
do tamanho tumoral com a intensidade de marcação da HIF-1α nuclear e 
positividade da expressão de PHD3 citoplasmática com o estadio clínico avançado. 
Verificou-se também que o tumores T3/T4 e a presença de cloro aumentam as 
chances de apresentarem expressão forte de HIF-1α citoplasmática e que o estadio 
clínico, o consumo atual de álcool e a presença do elemento cromo influenciam na 
expressão da PHD3. Para as sobrevidas, foi observado a associação da sobrevida 
livre de doença com o status linfonodal, ao passo que a sobrevida doença-específica 
foi associada ao status linfonodal e ao estadio clínico avançado. Com o presente 
trabalho foi possível caracterizar as amostras de carcinoma de células escamosas 
de cavidade oral quanto à presença dos elementos magnésio, fósforo, enxofre, 
cloro, potássio, cálcio, cromo, manganês, ferro, zinco, cobalto, níquel, cobre, arsênio 
e bromo, dos quais os elementos magnésio, cloro, cromo, manganês, níquel, arsênio 
e bromo estiveram associados ao tabagismo. Além disto, os elementos cloro e 
 cromo estiveram associados com o prognóstico, no qual o elemento cloro foi 
apontado como fator independente de proteção para a recidiva e para uma melhor 
sobrevida livre de doença. O elemento cromo, o estadio clínico avançado e o 
consumo de álcool influenciaram a intensidade expressão da proteína PHD3 e o 
elemento cloro e o tamanho tumoral a expressão da proteína HIF-1α. Esse estudo 
apresenta dados inéditos sobre o perfil elementar, os hábitos e a expressão de HIF-
1α e PHD3 com os fatores prognósticos e sobrevida de pacientes com carcinoma de 
células escamosas da cavidade oral. 
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Head and neck cancer is a highly malignant and aggressive tumor type that presents 
a high rate of morbidity and mortality, mainly affecting the oral cavity, larynx and 
pharynx. The correlation between trace elements and the carcinogenesis process is 
due to the cytotoxic potential of some of these when available in excess 
concentrations. In addition to this, recent studies have described the association of 
these elements with the regulation of pathways related to tumor progression and the 
prognosis to be observed, among these pathways is the hypoxia pathway that has its 
main regulator HIF1. Thus, this work evaluated the elementary characterization in 
squamous cell carcinoma samples of the oral cavity, as well as the association of 
tobacco use in the elemental profile and the relation with the prognosis and survival 
of the patients. In addition, it evaluated the expression of the HIF1-α and PHD3 
proteins and their relation to the smoking and alcohol habits, as well as the 
expression of these proteins to the presence of chemical elements in the same 
samples of squamous cell carcinoma of the oral cavity. For this, 78 samples of tumor 
tissue were obtained from patients diagnosed with squamous cell carcinoma of the 
oral cavity treated at the Arnaldo Vieira de Carvalho Cancer Institute and followed up 
for at least 24 months from initial treatment. The samples were categorized according 
to the smoking and alcohol habits. Tissue microarrays were made for elementary 
characterization using the synchrotron radiation-based μ-XRF technique, as well as 
for the analysis of the expression of HIF-1α and PHD3 proteins. The Chi-square test 
and the Fisher exact test were used for the association tests. Multivariate logistic 
regression by modeling was used to adjust odds ratios and confidence intervals. 
Survival curves were evaluated according to the Kaplan-Meier model and the 
Wilcoxon p-value and Cox Proportional Hazards model were used to adjust the 
hazards ratio values and the confidence interval. The following elements were 
detected: magnesium, phosphorus, sulfur, chlorine, potassium, calcium, chromium, 
manganese, iron, zinc, cobalt, nickel, copper, arsenic and bromine. Regarding the 
prognosis, magnesium was related to disease-free survival and chlorine and 
chromium with relapse, showing a protective factor against the occurrence of relapse 
and better disease-free survival. Nucleic HIF-1α expression was verified in 68 
samples and cytoplasmic HIF-1α in 71 samples of oral cavity squamous cell 
carcinoma. Nuclear expression of PHD3 was observed in 49 samples and of 
cytoplasmic PHD3 in 48 samples. It was also verified the relation of the tumor size 
with the intensity of nuclear HIF-1α labeling and the positivity of the cytoplasmic 
PHD3 expression with the advanced clinical stage. It has also been shown that T3 / 
T4 tumors and the presence of chlorine increase the chances of presenting strong 
expression of cytoplasmic HIF-1α and that the clinical stage, the current consumption 
of alcohol and the presence of the chromium element influence the expression of 
PHD3. For survival, the association of disease-free survival with lymph node status 
was observed, while disease-specific survival was associated with lymph node status 
and advanced clinical stage. The present work was able to characterize oral 
squamous cell carcinoma samples for the presence of magnesium, phosphorus, 
sulfur, chlorine, potassium, calcium, chromium, manganese, iron, zinc, cobalt, nickel, 
copper, arsenic and bromine, of which the elements magnesium, chlorine, chromium, 
manganese, nickel, arsenic and bromine were associated with smoking. In addition, 
the chlorine and chromium elements were associated with the prognosis, in which 
the chlorine element was identified as an independent protective factor for recurrence 
 and for better disease-free survival. Chromium, advanced clinical stage and alcohol 
consumption influenced the expression intensity of the PHD3 protein and the chlorine 
element and the tumor size of HIF-1α protein expression. This study presents 
unpublished data on the elemental profile, habits and expression of HIF-1α and 
PHD3 with the prognostic factors and survival of patients with squamous cell 
carcinoma of the oral cavity. 
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Na atualidade, o câncer é um grande problema na saúde pública mundial (SIEGEL 
et al., 2017). Dentre os diversos tipos tumorais frequentes na população mundial, o 
carcinoma de cabeça e pescoço é um tipo altamente maligno e agressivo e 
apresenta uma elevada taxa de morbidade e mortalidade (JOU; HESS 2017). No 
Brasil, a Organização Mundial de Saúde, estimou para o ano de 2018, 10.457 casos 
novos de câncer da cavidade oral nos homens e 4.316 em mulheres, o que 
correspondem a uma prevalência estimada de 18,9 novos casos a cada 100 mil 
homens e 8,1 a cada 100 mil mulheres (World Health Organization, 2018). 
Entre as principais localizações anatômicas do câncer de cabeça e pescoço, os que 
acometem a cavidade oral correspondem a cerca de 40%, os de laringe a 25% e os 
de faringe a 15% (DÖBRÕSSY, 2005). 
O carcinoma de células escamosas ou carcinoma epidermoide é a principal variante 
histológica e corresponde a cerca de 90% dos casos de tumores da cavidade oral, 
faringe e laringe (LEEMANS et al, 2011; PFISTER et al, 2017). É um tipo tumoral 
com etiologia complexa e multifatorial, atingindo principalmente indivíduos com faixa 
etária entre 50 e 70 anos e que possuam histórico de consumo de tabaco e álcool, 
além de suscetibilidade genética e infecção por HPV, nos casos de câncer de 
orofaringe (GILLISON et al., 2007; HAN et al., 2010; LEEMANS et al., 2011; 
PFISTER et al., 2017). 
O consumo, individual ou combinado, de tabaco e álcool são apontados como os 
principais fatores associados ao risco de câncer oral (FERREIRA; ROCHA, 2010). 
Sozinha a fumaça do tabaco, que contém centenas de moléculas cancerígenas 
conhecidas (SINGH et al., 2011), são capazes de atuar provocando uma provável 
indução de danos ao DNA o que levaria ao aumento das mutações e uma maior 
suscetibilidade a mutações em genes relacionados ao câncer (HECH, 2003). 
Quando associado o consumo de álcool e tabaco, os dois atuam sinergicamente e 
aumentam em 65% o risco de se desenvolver o câncer de cavidade oral (INCA, 
2015). 
Especificamente, em tumores de cabeça e pescoço, o consumo de 50 g/dia de 
álcool aumenta em até três vezes o risco do desenvolvimento quando comparado 
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aos não consumidores de bebidas alcoólicas (BAAN et al., 2007). É importante 
ressaltar ainda que a amplitude do risco para tumores de cabeça e pescoço é devido 
a interação entre o consumo de álcool e o tabagismo, onde os riscos são 
multiplicados (SZYMANSKA et al., 2011). 
A presença de elementos químicos, metais ou não, em tumores está associada a 
progressão e possível prognóstico. Em tumores de mama diversos trabalhos 
reportaram o papel de elementos na gênese e progressão desta neoplasia. 
Majewska et al., (1997), por exemplo, relatam diferenças nas concentrações dos 
elementos P, S, K, Ca, Mn, Fe, Se e Rb, quando comparados tumores benignos e 
malignos. Silva et al., (2012) relataram que a quantificação de elementos traços é 
um potencial marcador em tumores mamários e destacam que pacientes com a 
presença do elemento cromo apresentaram uma menor sobrevida. Geraki et al., 
(2004), destacam que as concentrações dos elementos potássio e zinco foram 
maiores em tumores da mama em comparação a tecido mamário normal. 
Alguns metais podem interferir com a atividade de proteínas Fe(II)-e-2-oxoglutarato-
dependente, uma classe de proteínas que possui no seu sítio catalítico um átomo de 
ferro +2. A literatura nos traz que, o ferro pode ser substituído na presença de metais 
que possuem maior afinidade com o núcleo catalítico, fazendo a perda de função 
enzimática. Entre as proteínas Fe(II)-e-2-oxoglutarato-dependente está a PHD3 uma 
prolil hidroxilase reguladora da HIF1 (hypoxia-inducible factor-1), que é a proteína 
mais importante da via de hipóxia, controlando a expressão gênica de mais de 100 
genes (SEMENZA, 2003; POLLARD et al., 2008). 
Diante do exposto, este trabalho avaliou a caracterização elementar em amostras de 
carcinoma células escamosas da cavidade oral, bem como verificou a associação do 
uso do tabaco no perfil elementar para relação com o prognóstico e a sobrevidas 
dos pacientes. Além disso, o presente trabalho avaliou a expressão das proteínas 
HIF1-α e PHD3 e sua relação com os hábitos tabagista e etilista, assim como 
relacionou a expressão dessas proteínas à presença de elementos químicos nas 





REVISÃO DE LITERATURA 
 
Epidemiologia e fatores de risco do câncer de cavidade oral 
 
O câncer é um importante problema de saúde pública em todo o mundo (SIEGEL et 
al., 2017). Para o ano de 2018 a incidência mundial estimada é de 18 milhões de 
casos e 9,5 milhões de mortes por câncer. No Brasil, em 2018, foi estimado a 
ocorrência de novos casos de câncer de cavidade oral em 10.457 homens e 4.316 
mulheres. É o nono mais frequente em homes e o décimo sétimo em mulheres, no 
país. A prevalência em 5 anos é de 18,9 a cada 100 mil homens e 8,1 a cada 100 
mil mulheres (World Health Organization, 2018). 
Dentre os diversos tipos de tumores que acometem a população mundial, o câncer 
de cabeça e pescoço, uma denominação coletiva baseado em definições 
anatômicas e topográficas para descrever tumores malignos do trato aero digestivo 
superior, que compreende a cavidade bucal, a faringe e a laringe (DÖBRÕSSY, 
2005), é um tipo altamente maligno e agressivo com elevado perfil de morbidade e 
mortalidade (JOU; HESS, 2017). 
Um dos principais subgrupos de carcinomas de cabeça e pescoço é o câncer oral, 
que envolve a mucosa da boca (lábios, base da língua, língua, assoalho da boca e 
palato duro) e faringe (orofaringe, hipofaringe e nasofaringe). Aproximadamente 40% 
dos tumores de cabeça e pescoço ocorrem na cavidade oral, 15% ocorrem na 
faringe, 25% ocorrem na laringe (DÖBRÕSSY, 2005). 
Esses tumores respondem por 354.864 mil casos em 2018, com os dois terços 
ocorrendo em homens. Em todo o mundo, estima-se 177.384 mil mortes (World 
Health Organization, 2018). Na figura 1, pode-se observar a estimativa crescente de 




Figura 1. Número estimado incidência mundial de casos de câncer de lábio e 
cavidade oral, em ambos os sexos e todas as idades, de 2018 a 2040. Fonte: 
GLOBOCAN 2018 - International Agency for Research on Cancer 2018 
(http://gco.iarc.fr/). 
 
Das diversas variantes histológicas, o carcinoma de células escamosas ou 
carcinoma epidermoide representa mais de 90% dos casos de tumores da cavidade 
oral, faringe e laringe (LEEMANS et al., 2011; PFISTER et al., 2017). 
Historicamente, acomete principalmente indivíduos entre a quinta e sétima décadas 
de vida com o hábito de consumo de tabaco e álcool, também pode ser decorrente 
de infecção por HPV e suscetibilidade genética (GILLISON et al., 2007; HAN et al., 
2010; LEEMANS et al., 2011; PFISTER et al., 2017). Vale ressaltar que estudos 
epidemiológicos identificaram uma incidência crescente de carcinoma de células 
escamosas de cavidade oral entre indivíduos brancos com menos de 45 anos 
(PATEL et al., 2011; LIU et al., 2016). 
A fumaça do cigarro é uma mistura complexa de produtos químicos, dentre os quais 
pelo menos 60 causam câncer, pela provável indução de danos ao DNA, o que 
levaria a um incremento da carga de mutações somáticas e uma maior possibilidade 
de adquirir mutações genes relacionados ao câncer (HECHT, 2003). 
A avaliação do genoma de tumores associados ao tabagismo permite a reavaliação 
da compreensão atual da fumaça do tabaco como fator de risco para o câncer de 
cavidade oral, devido a uma assinatura mutacional distinta que a mesma imprime 
nos genomas (ALEXANDROV; STRATTON, 2014). 
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Essa compreensão é possível, pois o genoma de uma célula tumoral carrega 
mutações somáticas que são consequências cumulativas dos processos de danos e 
reparação do DNA e as ações globais de sequenciamento fornecem um acervo de 
milhares de mutações somáticas de tumores distintos, proporcionando, assim, uma 
oportunidade para se decifrar as assinaturas de processos mutacionais no câncer 
humano (JOU; HESS, 2017). 
Além disto, os efeitos indiretos do tabagismo devem ser considerados, seja eventos 
epigenéticos ou eventos relacionados ao sistema imunológico tais como a 
inflamação e/ou distúrbios metabólicos (PICKERING et al., 2014; ALEXANDROV et 
al., 2016). 
O risco conferido pelo consumo de álcool é significativo e aumenta em três vezes a 
possibilidade de câncer de cavidade oral e faringe e cerca de duas vezes o risco de 
câncer de laringe e o consumo combinado entre o cigarro e a bebida potencializa os 
seus efeitos individuais (SAPKOTA et al., 2008). Lee et al., (2008), incluem o 
tabagismo passivo como fator de risco. A baixa ingestão de frutas e vegetais é ainda 
descrito como fatores associados ao surgimento destes tipos tumorais (SAPKOTA et 
al., 2008). 
Nas últimas décadas, a incidência geral de câncer de células escamosas de cabeça 
e pescoço (CCECP) vem diminuindo nos Estados Unidos, Europa e Austrália, 
enquanto a incidência de câncer de células escamosas orofaríngea (CCEO) vem 
aumentando (CHATURVEDI et al., 2011). Essas tendências são atribuíveis a um 
declínio no uso do tabaco e à associação de cepas de alto risco de papilomavírus 
humano (hr-HPV), em particular HPV16, com CCEO. A infecção por HPV16 é aceita 
como um fator de risco independente para o CCEO e o status do HPV é o marcador 




Os fatores prognósticos são de grande relevância em diversas doenças, pois por 
meio deles é possível traçar um melhor caminho para o tratamento. No câncer de 
cabeça e pescoço isso não é diferente, pois importantes fatores prognósticos como 
a positividade para o vírus do papiloma humano (HPV), o sítio e o estádio TMN, as 
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comorbidades e os marcadores moleculares direcionam qual a terapia a ser utilizada 
nos pacientes com grupos de características comuns (van den BREKEL et al., 2002; 
MEHANNA et al., 2010). 
Para o câncer de cabeça e pescoço a expectativa de sobrevivência é distinta para 
cada sítio. Pacientes com tumores nos lábios apresentam taxa de sobrevida de 93%, 
na cavidade oral é de 51%, enquanto na hipofaringe é de apenas 19%. Pacientes 
que apresentam tumores maiores e com disseminação nodal tem uma taxa de 
sobrevida baixa (MEHANNA et al., 2010). A idade e o estadio avançado, e o elevado 
consumo de álcool são preditores desfavoráveis para a sobrevida desse tipo de 
tumor. A duração do consumo de tabaco, antes do tumor primário, é ainda fator de 
risco para o surgimento de tumores secundários (LEONCINI et al., 2015). 
Várias características prognosticas relacionadas ao tumor e aos pacientes estão 
descritas, contudo existe pouca informação disponível de como superar os riscos e 
direcionar a modalidade terapêutica. Assim, na prática clínica o estadio TNM e a 
presença ou ausência de doença extranodal estão incluídas no processo de tomada 
de decisão (WENDT; BANK, 2002). 
Pacientes com carcinoma epidermoide de cabeça e pescoço com status positivo 
para HPV apresentam uma melhor taxa de sobrevida, especialmente para os casos 
de câncer orofaríngeos (CALIFANO et al., 1996; GILLISON et al., 2000). Essa 
positividade, em pacientes com câncer primário, está associada a uma 
sobrevivência maior e a um menor risco de recidiva tumoral, com taxa global de 
sobrevida de 88% (AXELSSON et al., 2017). 
Além dos parâmetros prognósticos clássicos TNM, crescimento extranodal, volume 
tumoral, carga de linfonodos, extensão da necrose tumoral, classificação histológica, 
a hipóxia no tumor tem valor prognóstico, e as estratégias para superar o efeito 
adverso são investigadas (WENDT; BANK, 2002). 
Santos et al., (2012), sugeriram que a expressão da proteína HIF-1α (Hypoxia-
inducible factor 1-alpha) seja utilizada como marcador, pois podem auxiliar na 
decisão de radioterapia pós-operatória e no estabelecimento de prognóstico. Esses 
autores relataram que uma baixa expressão de HIF-1α pode indicar a necessidade 
de margens cirúrgicas mais extensas. Mendes et al., (2014), também sugerem que a 
avaliação da expressão de HIF-1α no infiltrado inflamatório possa ser usada como 
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marcador de prognóstico para o carcinoma de células escamosas da cavidade oral 
(MENDES et al., 2014). 
As prolil hidroxilases (PHDs) são dioxigenases Fe(II)-e-2-oxoglutarato-dependente e 
são as principais reguladoras da atividade de HIF-1α (SEMENZA, 2003; POLLARD 
et al., 2008). Högel et al (2013) demostraram que o aumento da expressão de PHD3 
sob hipóxia aumenta a progressão do ciclo celular e a sobrevivência do carcinoma 
de células escamosas de cabeça e pescoço. Por outro lado, Liu et al., (2013) 
destacaram que a PHD3 desempenha papéis significativos na supressão do 
crescimento, angiogênese, diferenciação e metástase e promoção da apoptose de 
tumores em condições hipóxicas, podendo tornar-se uma ferramenta para novas 
abordagens na investigação tumoral.  
Além dos biomarcadores descritos acima, outros ainda são associados a um 
prognóstico diferenciado em câncer de cabeça e pescoço. Do mesmo modo, o sítio 
especifico da doença tem efeito significativo na expressão de biomarcadores 
(ZHANG et al., 2017).  
A compreensão dos diversos fatores que contribuem para o prognóstico de 
pacientes com câncer de cabeça e pescoço, permite uma avaliação precisa do risco 
e promove o desenvolvimento de melhores estratégias de tratamento. Além disso, 
surgem novas terapias específicas, que permitem aos clínicos diminuir o risco 
associado a fatores moleculares adversos (KIM et al., 2013). 
 
Relação da HIF-1α e PHD3 na hipóxia e no câncer oral 
 
As células de mamíferos podem encontrar situações de hipóxia. Para adaptar-se e 
sobreviver a essa condição, as células desenvolvem mecanismos que envolvem a 
ativação/estabilização de reguladores transcricionais. Esses mecanismos são 
mediados por vários sistemas que incluem os co-reguladores da transcrição, os 
complexos modificadores de cromatina, as enzimas de modificação de histonas e as 
alterações na metilação do DNA (TSAI; WU, 2014). 
Em células tumorais a hipóxia é uma característica fundamental em muitos 
microambientes. O perfil da transcrição de genes em resposta à hipóxia pode 
estratificar os pacientes em termos de prognóstico, prever o benefício das terapias 
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modificadoras da hipóxia e aumentar a compreensão das complexidades da sua 
biologia (HARRIS et al., 2015). 
Essas observações sugerem a existência de mecanismos de feedback dinâmico 
entre os fatores que geram respostas favoráveis à sobrevivência do tumor. O estudo 
e conhecimento dos mecanismos de modificação da cromatina local e global em 
resposta a alterações no microambiente do tumor hipóxico podem trazer novos 
rumos para a terapia de pacientes com câncer (PRICKAERTS et al., 2016). 
O fator induzido por hipóxia 1 (HIF-1) desempenha um papel fundamental na 
reprogramação do metabolismo do câncer auxiliando na promoção da progressão 
tumoral (SEMENZA, 2010). O complexo HIF-1 é um heterodímero composto de 
subunidades alfa e beta e sua atividade é dependente da disponibilidade da 
subunidade alfa. Em condições de normóxia, HIF-1α é constantemente sintetizada, 
porém sofre modificação pós-traducional pelas prolil hidroxilases (PHDs). A 
hidroxilação de prolina em HIF-1α resulta na ligação da proteína von Hippel-Lindau e 
consequente ubiquitinação e degradação proteossomal da mesma (KAELIN; 
RATCLIFFE, 2008). 
Em condições de hipóxia, a atividade das PHDs são inibidas pela baixa 
disponibilidade de oxigênio, uma vez que elas são dioxigenases Fe(II)-e-2-
oxoglutarato-dependente e sua atividade têm como requisito obrigatório o di-
oxigênio como co-substrato (SEMENZA, 2003; POLLARD et al., 2008). Com essa 
inibição, a subunidade HIF-1α fica estável e ativa, a qual se desloca para o núcleo e 
se dimeriza com a subunidade HIF-1β, e associa-se com co-ativadores 
transcricionais induzindo a transcrição de genes envolvidos em processos como 
metabolismo celular, crescimento e apoptose, entre outros protagonistas da 
adaptação à baixa oxigenação (SEMENZA, 2003). 
A via da HIF-1 regula uma maciça cascata de transcrição operacional em 
praticamente todas as células de animais e traduz uma ampla gama de respostas à 
hipóxia. As principais respostas desencadeadas estão relacionadas pela expressão 
de componentes da matriz celular, fatores de crescimento e citocinas, enzimas 
metabólicas, fatores de transcrição, reguladores epigenéticos, reguladores de 
sobrevida e diferenciação celular, entre outros (BISHOP; RATCLIFFE, 2014). 
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Em revisão sistemática, Swartz et al. (2015), apontaram que HIF-1α, HIF-2α, CA-IX 
(Carbonic anhydrase IX), GLUT-1 (GlucoseTransporter 1) e OPN (Osteopontin) 
como os biomarcadores mais estudados em hipóxia tumoral. Relatam ainda, que a 
expressão desses biomarcadores foi associada a uma pior sobrevida, quase que 
independente da terapia utilizada. 
Mendes et al. (2014), verificaram que fraca expressão de HIF-1α no infiltrado 
inflamatório das margens tumorais e no tumor aumentaram a recidiva e o risco de 
morte em 30%, em comparação com a forte expressão nas margens do tumor, 
definindo um alto risco independente de qualquer outro fator. 
Santos et al., (2012), relataram que a expressão fraca de HIF-1α é um marcador 
independente para recidiva local, representando um risco aumentado superior a 7 
vezes em relação à expressão forte, o que leva esses autores a sugerir a utilização 
da expressão da proteína HIF-1α como marcador para avaliar melhor as opções 
terapêuticas em pacientes com câncer de cabeça e pescoço. 
Alguns elementos químicos podem interferir com a atividade de proteínas e assim 
modificar a expressão das mesmas. Por exemplo, o ferro pode ser substituído por 
outros elementos de maior afinidade com o núcleo catalítico, fazendo a perda de 
função enzimática (SEMENZA, 2003; POLLARD et al., 2008). 
 
Elementos químicos e câncer 
 
A Organização Mundial da Saúde (OMS), agrupou os elementos traços em 3 grupos 
de acordo com a significância nutricional em humanos: elementos essenciais: I, Zn, 
Se, Cu, Mo, Cr, Fe e Co; elementos provavelmente essenciais: Mn, Si, Ni, B, V; 
elementos potencialmente tóxicos, alguns dos quais podem contudo apresentar 
algumas funções essenciais em níveis baixos de concentração: F, Pb, Cd, Hg, As, 
Al, Li, Sn (WHO, 1996). 
Sabe-se que alguns elementos traços representam importantes fatores de risco 
quando em concentrações alteradas, uma vez que podem induzir desordens 
patológicas (CARVALHO et al., 2007).  A distribuição dos elementos traços nos 
órgãos e fluidos corporais é, na maioria das vezes, heterogênea e além disto, vários 
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desses elementos desempenham um papel importante na carcinogênese 
(MAJEWSKA et al., 1997). 
Mediante ao supracitado sabe-se que a fumaça do tabaco é uma mistura com mais 
de 5.000 substâncias, e muitas delas são tóxicas e cancerígenas (TALHOUT et al., 
2011). Entre as inúmeras substâncias tem-se vários compostos inorgânicos como o 
arsênio, cálcio, cloro, cobalto, cobre, cromo, ferro, magnésio, manganês, níquel, 
potássio, zinco e outros (STEDMAN, 1968; FOWLES; BATES, 2000; TALHOUT et 
al., 2011). 
O níquel, por exemplo, presente na fumaça do cigarro é um co-carginógeno que 
atua indiretamente sobre o DNA e funciona como sinalizador das vias de vários 
genes (CHEN et al., 2001; CRUZ et al., 2004; HUANG et al., 1996). Ainda induz alta 
frequência de silenciamento por metilação e desacetilação de caudas de histonas 
em regiões promotoras, bem como uma variedade de modificações nas histonas, 
como acetilação, fosforilação e ubiquitinização (GOLEBIOWSKI; KASPRZAK, 2005).  
O níquel ainda pode substituir o núcleo metálico de algumas proteínas alterando 
então sua atividade e prejudicando a homeostase do organismo (SALNIKOW; 
ZHITKOVICH, 2008). 
Outro exemplo é o arsênico, sua exposição crônica está associada a um risco 
aumentado de câncer de pele, pulmões, bexiga, fígado, e possivelmente rins 
(Agência Internacional para Pesquisa sobre Câncer (IARC), 2004), bem como uma 
série de efeitos não cancerígenos (RAHMAN et al. 2007; STATES et al., 2009; WHO 
2001). A exposição crônica pode ocorrer por meio do habito tabagista, é 
comprovado que o arsênio é constituinte do cigarro e foi identificado e medido tanto 
no tabaco quanto na fumaça (CHANG et al., 2005). Observa-se também que a 
presença do elemento arsênio em amostras biológicas da população humana é 
maior em fumantes do que aqueles não fumantes. (AFRIDI et al., 2010; BABALOLA 
et al., 2007). 
Os íons cloreto desempenham um papel relevante na homeostase celular e a 
variação do seu fluxo está associado a regulação do volume, processos secretórios 
e manutenção do pH celular (FOSKETT, 1998; AUZANNEAU et al, 2006). Contudo, 
pouco é esclarecido sobre o peso que alguns elementos podem ter sobre os fatores 
prognósticos. Em câncer gástrico, por exemplo, a presença do íon cloreto no 
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citoplasma é fator chave para a acidificação lisossomal e a autofagia (HOSOGI et 
al., 2014). 
Estudos recentes demonstram que íons cloreto tem a capacidade de atuar como 
segundo mensageiro, uma vez que sua concentração dentro da célula é dinâmica, 
sendo capaz de modular a atividade de proteínas transferina, glicose-6-fosfatase e 
hemoglobina, dentre outras (CHEN et al, 2001).O papel dos íons cloreto na fisiologia 
celular é bem definido, contudo a sua relação com a patogênese do câncer não é 
clara. Os canais de cloro ganharam destaque a partir da descoberta da ligação da 
multidrug resistance protein (MDR/ P-glycoprotein) a atividade dos canais de cloreto 
ativados por volume nas células cancerígenas de pacientes submetidos à 
quimioterapia (SUH; YUSPA 2005). 
Elementos, metais ou não, em tumores tem sido associada a progressão e possível 
prognóstico. Em tumores de mama, diversos trabalhos reportaram o papel de 
elementos na gênese e progressão deste tipo de câncer. Majewska et al., (1997), 
por exemplo, relataram diferenças nas concentrações dos elementos P, S, K, Ca, 
Mn, Fe, Se e Rb, quando comparados tumores benignos e malignos. Silva et al., 
(2012) relataram ainda que a quantificação de elementos traços é um potencial 
marcador em tumores mamários e destacam que pacientes com a presença do 
elemento cromo apresentaram uma menor sobrevida. Geraki et al., (2004), 
destacaram que as concentrações dos elementos potássio e zinco foram maiores 
em tumores da mama quando comparados a tecido mamário normal. 
A exposição ao longo da vida a altas concentrações de Cr (VI) na água potável 
resulta em danos intestinais e aumento dos tumores duodenais em camundongos. 
Contudo, dados indicam que Cr (VI) não afeta o comportamento células intestinais e 
fornecem evidências que o modo de ação para o câncer intestinal induzido por Cr 
(VI) em camundongos envolve ferimento crônico que resulta em hiperplasia da cripta 
de enterócitos (THOMPSON et al., 2015). 
O cobre tem sido relacionado com a angiogênese, processo no qual são formados 
novos vasos capilares a partir da vasculatura existente. A interrupção no 
fornecimento de cobre em células tumorais e sistemas de xenoenxerto, demonstrou 
a inibir a angiogênese. No entanto, a base biológica para a sensibilidade da 
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Objectives: With the present study we aimed to perform elementary characterization, according to 
smoking, in samples of cancer of the oral cavity and to relate with the prognostic factors and survival. 
Materials and methods: For this, we used samples from 78 patients surgically treated from Head and 
Neck Surgery Department of Arnaldo Vieira de Carvalho Cancer Institute (ICAVC), São Paulo, Brazil. 
Samples were categorized according to the smoking habit being: never, stopped and current habit. 
The elementary characterization was performed by μXRF were performed in the D09-XRF X-ray 
Fluorescence light line at the National Synchrotron Light Laboratory, Campinas, São Paulo, Brazil. 
The Chi square, Fisher exact tes and Multivariate logistic was used. Survival was calculated by the 
number of months between surgery and death for each patient or the last appointment in case the 
patient was alive. Results: The following elements were detected: magnesium, phosphorus, sulfur, 
chlorine, potassium, calcium, chromium, manganese, iron, zinc, cobalt, nickel, copper, arsenic and 
bromine, so that they were associated with smoking habits, current consumption. Regarding the 
prognosis, magnesium was related to disease-free survival and chlorine and chromium with relapse so 
that these were shown to be a protective factor against the occurrence of relapse. Conclusion: Thus, 
we characterize oral cancer with the presence of the elements above according to smoking. The study 
presents unpublished data about the relationship of the profile of elements in squamous cell 












Head and neck cancer is considered a highly malignant and aggressive type with a high morbidity and 
mortality profile [1], which one of the major subgroups is oral cancer accounting for 40% of tumors, 
being for 382,000 (2.21%) cases and 176,000 (1.97%) cancer deaths worldwide in the year 2016, with 
two-thirds occurring in men [2,3]. 
Among the histological variants of oral cavity cancer, squamous cell carcinoma accounts for more than 
90% of the cases [4,5], and affects mainly individuals between 50 and 70 years of age with the 
consumption habit of tobacco and alcohol, and may also be due to HPV infection, genetic 
susceptibility and passive smoking [4-8]. 
Individual or combined consumption of tobacco and alcohol are indicated as the main factors 
associated with risk of oral cancer. Tobacco smoke itself, which contains hundreds of known 
carcinogenic molecules [9], is capable of acting provoking a probable induction of DNA damage [10]. 
It is known that tobacco smoke is a mixture with more than 5,000 substances, and many of them are 
toxic and carcinogenic [11]. Among those substances, there are several inorganic compounds such as 
arsenic, calcium, chlorine, cobalt, copper, chromium, iron, magnesium, manganese, nickel, potassium, 
zinc and others [12,13]. 
The main functions of such elements are described in the literature. Arsenic, for example, may induce 
the increase of reactive oxygen species causing damage to proteins, lipids and DNA [14]. Nickel, on 
the other hand, induces high frequency of silencing by methylation and deacetylation of histone tails in 
promoter regions [15]. Chloride ions play an important role in cellular homeostasis and its flow 
variation is associated with volume regulation, secretory processes and maintenance of cellular pH 
[16,17]. 
However, the weight of some elements in prognostic factors is not clear. In gastric cancer, for 
example, the presence of the chloride ion in the cytoplasm is a key factor for lysosomal acidification 
and autophagy [18]. 
In breast tumors, a few papers report the role of elements in the genesis and progression of breast 
cancer. For example, Majewska et al. [19] report differences in the concentrations of P, S, K, Ca, Mn, 
Fe, Se, and Rb elements when comparing benign and malignant breast tumors. 
Silva et al. [20] also reported that the quantification of trace elements is a potential marker in breast 
tumors and emphasize that patients with the presence of the copper element presented lower survival. 
Geraki et al., [21], point out that potassium and zinc concentrations were higher in breast tumors.  
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Therefore, our objective was to perform the elementary characterization, according to smoking, in 
samples of cancer of the oral cavity and to correlate with the prognostic factors and survival. 
 
Material and methods 
Ethics 
This study was approved by the Committees of Ethics Research of the Federal University of 
Espírito Santo (1.359.363) and the Arnaldo Vieira de Carvalho Cancer Institute (1.422.077). The 
informed consent term was waived. 
Samples 
Samples were collected by the Head and Neck Genome Project (GENCAPO), a collaborative 
consortium created in 2002 with more than 50 researchers from 9 institutions in São Paulo State, 
Brazil, whose aim is to develop clinical, genetic and epidemiological analysis of HNSCC. In this study, 
78 tumoral tissue samples were obtained and used for elementary characterization, within a total of 78 
patients with oral squamous cell carcinomas, surgically treated at the Head and Neck Surgery 
Department of Arnaldo Vieira de Carvalho Cancer Institute (ICAVC), São Paulo, Brazil, during the 
period of January/2012 to May/2015. The clinical follow-up was at least 24 months after surgery. 
Previous surgical or chemotherapic treatment, distant metastasis, no removal of cervical lymph nodes 
and positive surgical margins were exclusion criteria. Histopathological slides were reviewed by a 
senior pathologist to confirm the diagnosis and select appropriate areas for analysis. 
Among analyzed individuals, mean age was 63.69 years (df ±11.01) being 54 (69.3%) for men 















Gender   
Female 24 30.7 
Male 54 69.3 
Age, yr   
mean 63,69, df±11,01   
Smoker   
No 14 17.9 
Yes, in the past 23 29.5 
Yes, currently 41 52.6 
Alcohol user   
No 17 21.8 
Yes, in the past 27 34.6 
Yes, currently 34 43.6 
Therapy   
Radiotherapy   
No 25 32.1 
Yes 53 67.9 
Chemotherapy   
No 59 75.6 
Yes 19 24.4 
Disease relapse   
No 63 80.7 
Yes 15 19.3 
Disease specific death   
No  49 62.8 
Yes 29 37.2 
Total 78 100.0 
 
The samples were categorized according to the smoking habit being: never, stopped and 
current habit. For the history of tobacco consumption, the samples were categorized in: Already 
consumed tobacco (No: never, Yes: stopped + current) and currently consume tobacco (No: never + 
stopped, Yes: current). 
 
Tissue microarrays 
  Tissue microarrays (TMA) were made using 10% buffered formalin-fixed sections embedded in 
paraffin of 78 primary oral cavity epidermoid carcinomas of patients surgically treated at the ICAVC, 
following a methodology described by Cajaiba et al., [22]. Two representative tumor areas was 
performed by two experienced pathologists from slides stained with Hematoxylin and Eosin. Two 1.5 
mm diameter cylinders were drilled from each sample and reintroduced into paraffin receptor blocks 
using a tissue microarrayer (Beecher Instruments®, Silver Spring, MD, USA). Sections were then 
removed from the TMA, mounted on microscopy slides. A pathologist checked the content of each 




The measurements of μXRF were performed in the D09-XRF X-Ray Fluorescence light line at 
the National Synchrotron Light Laboratory, Campinas, São Paulo, Brazil [23]. After removal of the 
histological sections, the tumor tissue cylinders were removed from the TMA and underwent dewaxing 
and rehydration with xylene and alcohol, respectively. 
The samples, with a mean thickness of 450 μm and a density of 0.54 g / cm3, were placed on 
plastic support with Ultralene® film and taken to the D09-XRF light line equipment. To obtain the 
spectra, a white beam with a power range of 4 to 24 keV and dimensions of 2 mm2 was used to excite 
the samples for 20 seconds. The fluorescent X rays emitted by the samples were detected using a 
high-resolution spectrometer, based on a Silicon Drifft detector with 8 μm thick beryllium window and 
active area of 7 mm2. A 45 mm aluminum filter was used in the bundle and the sample holder was 
positioned at 21 mm and at a 45 ° angle to the detector. All measurements were performed at room 
temperature and normal pressure. 
Nine measurements were performed in a 3x3 matrix and averaged to obtain the final spectrum 
used in the analyzes. For the adjustment of the characteristic X-ray spectra, determination of the 
elements and their respective fluorescent intensities, the PyMca 5.0.0 program was used [24]. 
 
Statistical Analysis 
The chi square and Fisher exact tests were used for association analysis (significance 
considered when p<0.05). Multivariate logistic regression was used to obtain odds ratio (OR) and 
confidence intervals (CI ≥95%). Survival was calculated by the number of months between surgery 
and death for each patient or the last appointment in case the patient was alive. To calculate disease-
free survival, the time endpoint was the date of disease relapse. The Kaplan-Meier model was used 
for survival analysis, using the Wilcoxon p-value and the Cox Proportional Hazards to adjust p-values, 
obtain hazard ratio (HR) and confidence intervals (CI ≥95%). The values of OR and HR were adjusted 
by lymph node status (TNM). Statistical calculations were performed using the IBM SPSS 





Smoking and elementary characterization 
With obtained data it was possible to carry out the elementary characterization of oral squamous cell 
carcinoma samples from 78 patients. The following elements were detected by used technique: 
magnesium, phosphorus, sulfur, chlorine, potassium, calcium, chromium, manganese, iron, zinc, 
cobalt, nickel, copper, arsenic and bromine. 
When stratifying the elementary characterization by smoking, a significant association of smoking 
habit were verified with elements magnesium (p=0.000), where the highest magnesium presence rate 
was found in the individuals who stopped smoking; chromium (p=0.006), in which the highest rate of 
this element was in individuals who abandoned smoking; manganese (p=0.002), individuals who never 
smoked were not present and for both arsenic and bromine elements (p = 0.011 for both), which those 
who stopped or smoked had the highest rates of presence of the elements (Supplementary table 1). 
Regarding de history of tobacco use, arsenic and bromine showed association (p = 0.026 for both), 
where such elements were absent in most individuals who never consumed tobacco. Data also 
revealed an association between the chromium element and the historical one (p=0.003), where 
chromium was absent in most cancer samples of individuals who never consumed tobacco 
(Supplementary table 1). 
About current tobacco consumption, stratification of the elementary characterization presented an 
association between the chlorine element and the current consumption of tobacco (p = 0.043), in 
which only 25% of the individuals who consume tobacco currently had the presence of the element 
chlorine in tumor samples and nickel (p=0.005), where the element was present in less than 3% of the 
tumor samples of patients who do not currently consume tobacco (Supplementary table 1). 
 
Epidemiological and prognostic factors in oral cancer 
When verifying the relation of the epidemiological factors with the prognosis in oral cancer, it was 
observed that among the 78 patients studied the recurrence occurred in 15 patients (19.3%). Of these, 
one patient was female (6.7%) and 14 males (93.3%). For age, relapse occurred in 12 patients aged 
less than 63 years (80.0%) and in three patients older than 63 years (20.0%) (Table 2). 
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Relapse showed a significant association with age and sex (p = 0.017 and p = 0.020, respectively, 
Table 2). The multivariate analysis showed that the age over 63 years is a protective factor for 
recurrence (OR = 0.194, CI = 0.04-0.93, Table 3) and that male is a risk factor for relapse (OR = 
9,095, CI = 0.95-87.10, Table 3). Sex was also significantly associated with disease-free survival 
(Wilcoxon p = 0.019). It is observed that in the first 18 months after surgery 25% of the male patients 
presented recurrence while only 5% of the female patients relapsed (Figure 1a). 
Recurrence also showed a significant association with history of smoking, alcohol consumption, 
history of alcohol consumption and current alcohol consumption (p = 0.037, p = 0.042, p = 0.016 and p 
= 0.043, respectively, Table 2). And the history of smoking showed a significant association with 
disease-free survival (Wilcoxon p = 0.042). It is observed that at 18 months after surgery, 25% of 
patients with a history of tobacco use had recurrence while those who never consumed tobacco did 
not recur (Figure 1b). 
For death from cancer, it was observed that of the 78 patients studied, 29 died of cancer (37.2%). Of 
these, five were female (17.2%) and 24 males (82.8%). Of the patients younger than 50 years 2 died 
of cancer (6.9%), in the age range of 51 to 60 years the total number of deaths was 15 patients 
(51.7%) and 12 patients older than 60 years were death (41.9%) (Table 2). 
In a bivariate analysis, death was significantly associated with gender, age, history of tobacco 
consumption, current consumption of tobacco, alcohol consumption and current alcohol consumption 














Table 2. Epidemiological and therapeutic characteristics versus prognostic characteristics. 
 
Characteristic 
Recurrence  Death 
P value No  Yes P value  No  Yes 
N (%)  N (%)  N (%)  N (%) 
Sex              
Female 23 36.5  1 6.7 0.020  19 38.8  5 17.2 0.039 
Male 40 63.5  14 93.3   30 61.2  24 82.8  
Age              
≤ 63 years 29 46.0  12 80.0 0.017  22 44.9  19 65.5 0.078 
> 63 years 34 54.0  3 20.0   27 55.1  10 34.5  
Age group              
≤ 50  years 5 7.9  2 13.3 0.104  5 10.2  2 6.9 0.030 
51 a 60  years 18 28.6  8 53.3   11 22.4  15 51.7  
> 60  years 40 63.5  5 33.3   33 67.3  12 41.9  
Smoking              
Never 14 22.2  0 0.00 0.121  12 24.5  2 6.9 0.051 
Stopped 17 27.0  6 40.0   16 32.7  7 24.1  
Current 32 50.8  9 60.0   21 42.9  20 69.0  
History of tobacco 
consumption 
             
No 14 22.2  0 0.00 0.037  12 24.5  2 6.9 0.045 
Yes 49 77.8  15 100.0   37 75.5  27 93.1  
Current tobacco 
consumption 
             
No 31 49.2  6 40.0 0.521  28 57.1  9 31.0 0.022 
Yes 32 50.8  9 60.0   21 42.9  20 69.0  
Alcoholism              
Never 17 27.0  0 0.00 0.042  13 26.5  4 13.8 0.040 
Stopped 22 34.9  5 33.3   20 40.8  7 24.1  
Current 24 38.1  10 66.7   16 32.7  18 62.1  
History of alcohol 
consumption 
             
No 17 27.0  0 0.00 0.016  13 26.5  4 13.8 0.151 
Yes 46 73.0  15 100.0   36 73.5  25 86.2  
Current alcohol 
consumption 
             
No 39 61.9  5 33.3 0.043  33 67.3  11 37.9 0.011 
Yes 24 38.1  10 66.7   16 32.7  18 62.1  
Radiotherapy              
No 22 34.9  3 20.0 0.213  17 34.7  8 27.6 0.516 
Yes 41 65.1  12 80.0   32 65.3  21 72.4  
Chemotherapy              
No 51 81.0  8 53.3 0.025  42 85.7  17 58.6 0.007 
Yes 12 19.0  7 46.7   7 14.3  12 41.4  




Figure 1. Disease-free survival curve of patients with squamous cell carcinoma of the oral cavity 
according to sex (A), current tobacco consumption (B), manganese (C) and chlorine (D). 
 
Current tobacco consumption showed a significant association with disease-specific survival 
(Wilcoxon p = 0.039). In the first 36 months after the surgical follow-up, approximately 20% of non-
smokers currently died of cancer, while in the same period 60% of those who consumed tobacco 
today died (Figure 2a). 
 
Figure 2. Disease-specific survival curve of patients with squamous cell carcinoma of the oral cavity 
according to current tobacco consumption (A) and current alcohol consumption (B). 
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Current alcohol consumption revealed a significant association with specific disease survival 
(Wilcoxon p = 0.039). It is noted that in the first 36 months after the surgical treatment approximately 
25% of patients who do not consume alcohol are currently dead and 60% of those who consume 
alcohol are currently dead in the same period (Figure 2b). The multivariate analysis revealed that 
current alcohol consumption is a risk factor for death due to this cancer (OR = 2,844, CI = 1.00-8.01, 
Table 3) and risk factor for a worse specific disease survival (HR = 1,804, CI = 0.80-4.06, Table 4). 
Table 3 – Multivariate analysis of recurrence, death, lymph node status, sex, age, history of alcohol 
consumption and status of the chlorine element. 
Variables 
Multivariate analysis 
 Rurrence  Death 
 OR (CI 95%) p  OR (CI 95%) p 
N (TNM)*       
Negative  1   1  
Positive  4.912 (1.20-20.06) 0.027  5.614 (1.93-16.26) 0.001 
Sex       
Female  1     
Male  9.095 (0.95-87.10) 0.055    
Age       
≤ 63 years  1     
> 63 years  0.194 (0.04-0.93) 0.040    
Current alcohol consumption       
No     1  
Yes     2.844 (1.00-8.01) 0.048 
Chlorine       
Absence  1     
Present  0.105 (0.01-0.63) 0.014    
*TNM classification 7th edition. 
Table 4 – Multivariate analysis of disease-free survival, disease-specific survival, lymph node status, 
age, current alcohol consumption, status of chlorine and manganese elements. 
Variables 
Cox Proportional Cox Proportional 
Disease relapse survival  Disease specific survival 
HR (CI 95%) p  HR (CI 95%) p 
N (TNM)*      
Negative 1   1  
Positive 5.021 (1.73-14.56) 0.003  3.081 (1.38-6.85) 0.006 
Age      
≤ 63 years 1     
> 63 years 0.264 (0.07-0.95) 0.042    
Current alcohol consumption      
No    1  
Yes    1.804 (0.80-4.06) 0.154 
Chlorine      
Absence 1     




Manganese      
Absence    1  
Present    1.751 (0.81-3.75) 0.151 
*TNM classification 7th edition. 
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Elements and prognosis in oral cancer 
When verified the association of elements found with prognosis of patients with oral cancer, 
we noticed the relation of some elements with prognosis. 
Regarding the manganese element, an association with disease-free survival can be observed 
(Wilcoxon p=0.008). It as shown that in the first 12 months after surgical follow-up, approximately 30% 
of patients with manganese present in the oral cavity cancer samples presented recurrence while less 
than 5% of the non-manganese patients relapsed (Figure 1c). 
For elemental characterization stratified by relapse, we observed a significant association 
between chlorine and chromium with relapse (p = 0.037 and p = 0.034, respectively, supplementary 
table 2). In the multivariate analysis, it can be verified that the presence of the chlorine element in the 
samples of tumors of the oral cavity is an independent protection factor for the relapse, generating a 
reduced risk (OR = 0.105, CI = 0.01-0.63, Table 3). 
For this element, we also found that at 18 months after the surgical follow-up, 25% of the 
patients without chlorine recurred, whereas in the same period only 5% of the patients with the 
chlorine element presented recurrence (Figure 1d). The multivariate analysis revealed that the 
presence of the chlorine element is an independent protective factor for better disease-free survival, 
conferring a reduced risk (HR = 0.194, CI = 0.04-0.87, Table 4). 
 
Discussion and conclusions 
Tobacco smoke is a complex, dynamic and reactive mixture with more than 5,000 chemicals 
[25]. Among the thousands of substances may find various compounds such as magnesium metal, 
potassium, calcium, chromium, manganese, iron, cobalt, nickel, copper and zinc, semimetal arsenic, 
non-metal chlorine, enter another [11, 12, 13]. 
In our study the elements magnesium, chromium, manganese, arsenic and bromine were 
associated with smoking habits. The elements chromium, cobalt, arsenic and bromine were 
associated with the history of tobacco consumption while the elements chlorine and nickel with current 
consumption of tobacco. These relationships are because cigarette smoke, when ingested, leads to 
innumerable chemical substances and compounds, among them the elements found in the tumor 
samples of the present study. 
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The relationship of some of these elements with carcinogenesis is described in the literature, 
but their role in prognostic factors is still poorly understood. To our knowledge, this is the first study to 
perform elemental characterization of tumor samples from patients with squamous cell carcinoma of 
the oral cavity and to correlate with epidemiological, prognostic and survival factors. A similar 
approach was performed in patients with breast cancer [19, 20, 21]. 
In relation to the genus, it is not yet recognized as a prognostic factor for oral cancer, although 
some authors have pointed to different patterns of sociodemographic and clinical-pathological 
distribution in men compared to women [26-30]. 
In a study, Jerjes et al. [31] identified relapse in 23/65 men and 20/50 women, and the gender 
factor was not identified as risk. In the present study, the relapse was higher among men and the 
multivariate analysis indicated the male gender as a risk factor for relapse. These factors may be due 
to the fact that oral cavity cancer affects more males than females, with a mean proportion of 3.09/1 
[32-35], in our study the proportion was 2.25/1. 
Moreover, the different health outcomes between men and women may be due to different 
exposures to social factors throughout life, however, it is not clear that there is a greater vulnerability 
to exposures by women compared to men, suggesting that the odds are similar for poor health 
impacts of both [36]. 
Regarding age, it was verified that patients over 63 years old presented less relapse, that is, 
the age over 63 years proved to be a protective factor for the occurrence of relapse and for better 
disease-free survival. In fact, several authors point out that younger patients have a worse prognosis 
[31]. In the United States, Surveillance, Epidemiology, and End Results Program (SEER) report that 
cancer of the oral cavity and pharynx is most often diagnosed in people between 55 and 64 years of 
age, with median age at 63 years [37]. 
It is also known that squamous cell carcinoma mainly affects individuals aged between 50 and 
70 years who have the smoking and alcohol habits, as well as HPV infection and genetic susceptibility 
[4, 6, 8]. 
Tobacco and alcohol consumption are indicated as the main factors associated with the risk of 
oral cancer [3]. And the associated consumption of the two act synergistically and increases the risk of 
developing oral cavity cancer by 65% [38]. In our study, we identified an association between relapse 
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and history of tobacco use, alcohol consumption, history of alcohol consumption, and current 
consumption of alcohol. 
The death from this cancer was associated with the history of tobacco consumption, current 
tobacco consumption, alcohol consumption and current consumption of alcohol. The multivariate 
analysis showed the current consumption of alcohol as a risk factor for death and worse disease-
specific survival. 
In fact, data from the World Health Organization show that there is a growing number of 
problems associated with excessive consumption of alcohol and tobacco [39]. In head and neck 
tumors, the magnitude of the risk is due to the synergism between alcohol consumption and smoking 
where the risks are multiplied [40], and both of which lead to a higher risk of oral cavity cancer in men 
than in women [41]. 
Moreover, tobacco consumption and alcohol influence overall survival, which highlights the 
need to help patients to stop using these substances [42]. In addition, studies point to consistent 
evidence that patients who maintain a smoking habit after being diagnosed with head and neck cancer 
have the lowest survival rates and the highest rates of recurrence [43]. 
Regarding the elemental characterization, of the elements found in the samples, chromium 
was associated with relapse and manganese with disease-free survival. 
Chromium in low concentrations can be used for medicinal purposes, being also involved in 
the metabolism of carbohydrates, lipids and proteins, but in sufficiently high concentrations it becomes 
toxic and carcinogenic [44]. Chromium acts in the body as a cofactor in insulin, facilitating its 
connection with receptors [45]. 
The chlorine element was associated with relapse, as a protective factor for recurrence and for 
better disease-free survival. Chloride ions play an important role in cellular homeostasis under 
physiological and pathological conditions, with greater physiological relevance. Thus, the variation in 
Cl- flux is associated with cell volume regulation, secretory processes and maintenance of cellular pH, 
essential to maintain enzymatic activity, as well as the cell cycle [16, 17, 46, 47]. 
Recent studies have shown that chloride ions have the ability to act as a second messenger, 
since their concentration within the cell is dynamic, being able to modulate the activity of transferrin, 
glucose-6-phosphatase and hemoglobin proteins, among others [48]. 
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The role of chloride ions in cellular physiology is well defined, yet its relation to the pathogenesis of 
cancer is unclear. Chlorine channels have gained prominence from the discovery of the binding of 
multidrug resistance protein (MDR/P-glycoprotein) to the activity of volume-activated chloride channels 
in the cancer cells of patients undergoing chemotherapy [49]. 
  In our study, the relationship between the presence of the chlorine element as a protection 
factor for recurrence and better disease-free survival can be explained by some factors: 1) alteration in 
intracellular pH - tumor cells reside in an acid environment and intracellular processes compensate 
conditions to maintain viability and proliferation [50]; 2) changes in the actin cytoskeleton - several 
members of the CLC family bind to the actin cytoskeleton and actin binding is important for the 
regulation of Cl transport by these proteins [51]; 3) cell cycle interference - the chloride channel activity 
of the CLC and CLIC families were associated with changes in the cell cycle, CLC2 is regulated by 
cdc2/cyclinB suggesting a mechanism for the activation of the M phase [52], CLIC-4 is located in the 
centrosome and middle of the M-phase cells and CLIC-1 is expressed on the plasma membrane 
during phase M of CHO-K1 cells [53]. 
  The mechanisms shown suggest that patients with the presence of chlorine may have some 
alteration in the chlorine kernels and therefore present this element more and this possible change is 
favoring the apoptosis of tumor cells, preventing / diminishing the relapse and increasing the survival. 
However, further studies to verify possible changes in chlorine channels are appropriate, based on the 
results presented here. 
  In addition, the study presents unpublished data the relation of the profile of elements in oral 
squamous cell carcinoma samples of the oral cavity with habits, prognosis and survival of patients.  
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Supplementary table 1. Elemental characterization of oral cavity squamous cell carcinoma samples according to patients' 
smoking habits. 
(to be continued) 
Element 
Smoking Habit  History of Tobacco Consumption  Current Tobacco Consumption  
Never Stoppet Current P 
value 
No Yes P 
value 
No Yes P 
value N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) 
Magnesium                  
Absent 14 100.00 15 65.22 40 97.56 0.000 12 85.71 57 89.06 0.722 31 83.78 38 92.68 0.191 
Present 0 0.00 8 34.78 1 2.44  2 14.29 7 10.94  6 16.22 3 7.32  
Phosphorus           
Absent 1 7.14 1 4.35 3 7.32 0.891 2 14.29 3 4.69 0.184 2 5.41 3 7.32 0.549 
Present 13 92.86 22 95.65 38 92.68  12 85.71 61 95.31  35 94.59 38 92.68  
Sulfur                  
Absent 0 0.00 1 4.35 0 0.00 0.298 0 0.00 1 1.56 0.638 1 2.70 0 0.00 0.474 
Present 14 100.00 22 95.65 41 100.00  14 100.00 63 98.44  36 97.30 41 100.00  
Chlorine                  
Absent 12 85.71 14 60.87 24 58.54 0.174 11 78.57 39 60.94 0.213 28 75.68 22 53.66 0.043 
Present 2 14.29 9 39.13 17 41.46  3 21.43 28 39.06  9 24.32 19 46.34  
Potassium                  
Absent 4 28.57 3 13.04 7 17.07 0.480 5 35.71 9 14.06 0.056 8 21.62 6 14.63 0.422 
Present 10 71.43 20 86.96 34 82.96  9 64.29 55 85.94  29 78.38 35 85.37  
Calcium                  
Absent 1 7.14 0 0.00 0 0.00 0.099 1 7.14 0 0.00 0.179 1 2.70 0 0.00 0.474 
Present 13 92.86 23 100.00 41 100.00  13 92.86 64 100.00  36 97.30 41 100.00  
Chromium                  
Absent 13 92.86 9 39.13 23 56.10 0.006 13 92.86 32 50.00 0.003 24 64.86 21 51.22 0.223 
Present 1 7.14 14 60.87 18 43.90  1 7.14 32 50.00  13 35.14 20 48.78  
Manganese                  
Absent 14 100.00 10 43.48 28 68.29 0.002 12 85.71 40 66.67 0.095 26 70.27 26 63.41 0.521 
Present 0 0.00 13 56.52 13 31.71  2 14.29 26 33.33  11 29.73 15 36.59  
Iron                  
Absent 0 0.00 0 0.00 0 0.00 1.000 0 0.00 0 0.00 1.000 0 0.00 0 0.00 1.000 








Smoking Habit  History of Tobacco Consumption  Current Tobacco Consumption  
Never Stoppet Current P 
value 
No Yes P 
value 
No Yes P 
value N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) 
Cobalt                  
Absent 12 85.71 18 78.26 39 95.12 0.121 10 71.43 59 92.19 0.050 32 86.49 37 88.46 0.433 
Present 2 14.29 5 21.74 2 4.88  4 28.57 5 7.81  5 13.51 4 11.54  
Nickel                  
Absent 14 100.00 20 86.96 33 80.49 0.191 13 92.86 54 84.38 0.409 36 97.30 31 75.61 0.005 
Present 0 0.00 3 13.04 8 19.51  1 7.14 10 15.63  1 2.70 10 24.39  
Copper                  
Absent 1 7.14 1 4.35 2 4.88 0.927 1 7.14 3 4.69 0.706 2 5.41 2 4.88 0.652 
Present 13 92.86 22 95.65 39 95.12  13 92.96 61 95.31  35 94.59 39 95.12  
Zinc                  
Absent 0 0.00 0 0.00 0 0.00 1.000 0 0.00 0 0.00 1.000 0 0.00 0 0.00 1.000 
Present 14 100.00 23 100.00 41 100.00  14 100.00 64 100.00  37 100.00 41 100.00  
Arsenic                  
Absent 9 64.29 4 17.39 12 29.27 0.011 8 57.14 17 26.56 0.026 14 37.84 11 26.83 0.298 
Present 5 35.71 19 82.61 29 70.73  6 42.86 47 73.44  23 62.16 30 73.17  
Bromine                  
Absent 9 64.29 4 17.39 12 29.27 0.011 8 57.14 17 26.56 0.026 14 37.84 11 26.83 0.298 
Present 5 35.71 19 82.61 29 70.73  6 42.86 47 73.44  23 62.16 30 73.17  













P value No  Yes No  Yes 
N (%)  N (%) N (%)  N (%) 
Magnesium             
Absent 54 85.7  15 100.0 0.129 44 89.8  25 86.2 0.446 
Present 9 14.3  0 0.0  5 10.2  4 13.8  
Phosphorus             
Absent 4 6.3  1 6.7 0.620 5 10.2  0 0.0 0.090 
Present 59 93.7  14 93.3  44 89.8  29 100.0  
Sulfur             
Absent 1 1.6  0 0.0 0.807 1 2.0  0 0.0 0.628 
Present 62 98.4  15 100.0  48 98.0  29 100.0  
Chlorine             
Absent 37 58.7  13 86.7 0.037 31 63.3  19 65.5 0.841 
Present 26 41.3  2 13.3  18 36.7  10 34.5  
Potassium             
Absent 11 17.5  3 20.0 0.532 8 16.3  6 20.7 0.627 
Present 52 82.5  12 80.0  41 83.7  23 79.3  
Calcium             
Absent 1 1.6  0 0.0 0.807 1 2.0  0 0.0 0.628 
Present 62 98.4  15 100.0  48 98.0  29 100.0  
Chromium             
Absent 40 63.5  5 33.3 0.034 39 59.2  16 55.2 0.729 
Present 23 36.5  10 66.7  20 40.8  13 44.8  
Manganese             
Absent 45 71.4  7 46.7 0.067 35 71.4  17 58.6 0.246 
Present 18 28.6  8 53.3  14 28.6  12 41.4  
Iron             
Absent 0 0.0  0 0.0 1.000 0 0.0  0 0.0 1.000 
Present 63 100.0  15 100.0  49 100.0  29 100.0  
Cobalt             
Absent 54 85.7  15 100.0 0.129 43 87.8  26 89.7 0.554 
Present 9 14.3  0 0.0  6 12.2  3 10.3  
Nickel             
Absent 54 85.7  13 86.7 0.645 41 83.7  26 89.7 0.353 
Present 9 14.3  2 13.3  8 16.3  3 10.3  
Copper             
Absent 3 4.8  1 6.7 0.561 4 8.2  0 0.0 0.149 
Present 60 95.2  14 93.3  44 91.8  29 100.0  
Zinc             
Absent 0 0.0  0 0.0 1.000 0 0.0  0 0.0 1.000 
Present 63 100.0  15 100.0  49 100.0  29 100.0  
Arsenic             
Absent 18 28.6  7 46.7 0.177 16 32.7  9 31.0 0.544 
Present 45 71.4  8 53.3  33 67.3  20 69.0  
Bromine             
Absent 18 28.6  7 46.7 0.177 16 32.7  9 31.0 0.544 
Present 45 71.4  8 53.3  33 67.3  20 69.0  
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CARCINOMA DE CÉLULAS ESCAMOSAS DA CAVIDADE ORAL: RELAÇÃO 
ENTRE HIF-1α, PHD3, PERFIL ELEMENTAR QUÍMICO, PROGNÓSTICO E 
SOBREVIDA 
RESUMO 
A correlação entre os elementos traços e o processo de carcinogênese, deve-se ao 
potencial citotóxico de alguns destes quando disponíveis em concentrações 
excedentes. Somado a este, estudos recentes descreveram a associação destes 
elementos com a regulação de vias relacionadas a progressão tumoral e com o 
prognostico a ser observado, dentre essas vias está a via da hipóxia que tem o seu 
principal regulador a HIF1. Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo 
analisar a associação dos hábitos tabagista e etilista e da caracterização elementar 
na expressão das proteínas HIF1-α e PHD3, assim como a relação com o 
prognóstico e a sobrevida de pacientes com carcinoma de células escamosas de 
cavidade oral. Foram obtidas 78 amostras carcinoma de células escamosas de 
cavidade oral, juntamente com as amostras foram obtidas informações 
clínicopatológicas, de estilo de vida e acompanhamento clínico. Das amostras foram 
confeccionados tissue microarrays, os quais foram submetidas a análise por μXRF, 
para a caracterização elementar e análise de imuno-histoquímica para verificar a 
expressão das proteínas HIF1-α e PHD3. Foi verificado a expressão nuclear de HIF-
1α em 68 amostras e de HIF-1α citoplasmática em 71 amostras de carcinoma de 
células escamosas de cavidade oral. A expressão nuclear de PHD3 foi observada 
em 49 amostras e de PHD3 citoplasmática em 48 amostras. Foi verificada ainda a 
relação do tamanho tumoral com a intensidade de marcação da HIF-1α nuclear e 
positividade da expressão de PHD3 citoplasmática com o estadio clínico avançado. 
Verificou-se também que os tumores T3/T4 e a presença de cloro aumentam as 
chances de apresentarem expressão forte de HIF-1α citoplasmática e que o estadio 
clínico, o consumo atual de álcool e a presença do elemento cromo influenciam na 
expressão da PHD3. Para as sobrevidas, foi observado a associação da sobrevida 
livre de doença com o status linfonodal, ao passo que a sobrevida doença-específica 
foi associada ao status linfonodal e ao estadio clínico avançado. Com o presente 
trabalho foi possível concluir que existe uma associação do tamanho tumoral e da 
presença de cloro com intensidade expressão citoplasmática de HIF-1α, bem como 
a associação estadio clínico avançado e do consumo atual de álcool na positividade 
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de expressão citoplasmática de PHD3 e da presença de cromo com a intensidade 
de expressão citoplasmática da mesma proteína. Conclui-se também que o status 
linfonodal e o estadio clínico são importantes no prognóstico e sobrevida dos 
pacientes. Esse estudo apresenta dados inéditos sobre o perfil elementar, os hábitos 
e a expressão de HIF-1α e PHD3 com os fatores prognósticos e sobrevida de 
pacientes com carcinoma de células escamosas da cavidade oral. 
 
Palavras-chave: Câncer oral; caracterização elementar; hábito tabagista; etilismo; 




















Elementos traços definem-se como elementos inorgânicos, disponíveis em 
baixas concentrações, e que participam de mecanismos bioquímicos que garantem 
a homeostase biológica (MAJEWSKA et al., 1997).  Segundo a Organização Mundial 
da Saúde (OMS), estes dividem-se em três grupos que são: elementos essenciais, 
elementos provavelmente essenciais e elementos potencialmente tóxicos (WHO, 
1996). 
A correlação entre os elementos traços e o processo de carcinogênese, deve-
se ao potencial citotóxico de alguns destes quando disponíveis em concentrações 
excedentes (MAJEWSKA et al., 1997). Como exemplo descrito na literatura tem-se o 
níquel que pode atuar no silenciamento gênico, por mecanismos epigenéticos e pela 
substituição do núcleo metálico de algumas proteínas, como as da família das 
dioxigenases Fe(II)-e-2-oxoglutarato-dependente, que alteram então sua atividade e 
prejudicando a homeostase do organismo (CHEN et al., 2001; CRUZ et al., 2004; 
GOLEBIOWSKI; KASPRZAK, 2005; SALNIKOW; ZHITKOVICH, 2008). 
Estudos recentes descreveram a associação dos elementos traços com a 
regulação de vias relacionadas a progressão tumoral e com o prognostico a ser 
observado (FINNEY et al., 2009), nesse sentido, os elementos traços podem 
relacionar-se com a ativação e silenciamento de genes que controlam a proliferação 
celular como, por exemplo, os de hipóxia. A proteção contra hipóxia em tumores é 
um passo importante no desenvolvimento e progressão tumoral, com ativação do 
complexo transcricional hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1), que sob as condições de 
hipóxia tumoral, promove a transcrição de mais de 100 genes que atuam em 
mecanismos específicos para evitar a morte celular (KOH et al., 2010). 
O complexo HIF-1 é um fator de transcrição composto por uma subunidade - 
alpha e uma subunidade – beta: sob condições de hipóxia, a subunidade HIF1α é 
estabilizada e translocada do citoplasma para o núcleo, onde dimeriza com a 
subunidade HIF1β, também conhecida como ARNT (Aryl Hydrocarbon Receptor 
Nuclear Translocator) formando o complexo HIF-1 transcricionalmente ativo, que se 
associa com coativadores transcricionais e promove a expressão de genes 
envolvidos em processos do metabolismo celular, crescimento, apoptose, 
angiogênese, metástase, dentre outros protagonistas da adaptação à baixa 
oxigenação. O nível intracelular de HIF1α é regulado principalmente pela 
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estabilidade da proteína. Sob condições de normóxia, a HIF1α é constantemente 
sintetizada, mas é rapidamente degradada após sofrer modificação pós traducional 
pelas prolil hidroxilases (PHDs). A hidroxilação da prolina na HIF1α resulta na 
ligação da proteína von Hippel-Lindau e consequente ubiquitinação e degradação 
proteossomal, enquanto torna-se estável e ativa sob condições de hipóxia (STOLZE 
et al., 2006). 
A hipóxia é encontrada em diferentes graus na maioria dos tumores sólidos, 
que contêm regiões hipóxicas devido a alterações estruturais ou quantitativas nos 
vasos. No carcinoma epidermoide de cavidade oral, hipóxia e densidade vascular 
reduzida estão relacionadas a um pior prognóstico e são responsáveis pela 
resistência à quimioterapia e radioterapia (SCHÖDER et al., 2009). Células 
hipóxicas requerem de 2,5-3 vezes a dose de radiação para produzirem o mesmo 
nível de apoptose do que as células óxicas. Além disso, células que sobrevivem ao 
severo estresse hipóxico adquirem resistência a diversas alterações fisiológicas e 
não fisiológicas, incluindo rádio e quimioterapia (SALNIKOW; ZHITKOVICH, 2008). 
Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo analisar a associação 
dos hábitos tabagista e etilista e da caracterização elementar na expressão das 
proteínas HIF1-α e PHD3, assim como a relação com o prognóstico e a sobrevida de 
pacientes com carcinoma de células escamosas de cavidade oral. 
 
MATERIAIS E MÉTODOS 
 
Casuística e amostras 
Foram obtidas amostras do Projeto Genoma de Cabeça e Pescoço 
(GENCAPO), um grupo multi-institucional e multidisciplinar, atuante desde 2002 na 
coleta de dados clínicos e epidemiológicos, além de amostras tumorais de pacientes 
diagnosticados com carcinoma de células escamosas de cabeça e pescoço.  
Neste estudo, foram obtidas 78 amostras de tecido tumoral de pacientes com 
carcinoma de células escamosas de cavidade oral, tratados cirurgicamente no 
Instituto do Câncer Arnaldo Vieira de Carvalho (ICAVC), São Paulo, Brasil, durante o 
período de janeiro/2012 a maio/2015. As amostras foram utilizadas para análise 
elementar química e para avaliar a expressão das proteínas HIF-1α e PHD3. Todos 
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os casos têm confirmação histológica por meio de nova análise histopatológica e do 
diagnóstico, com seguimento mínimo de 24 meses a partir do tratamento inicial, 
realizado de acordo com a rotina estabelecida pelo Serviço de Anatomia Patológica 
do ICAVC. 
Para a uniformidade da casuística, foram excluídos os casos com tratamento 
prévio à cirurgia e com metástase à distância. Foram retirados os casos sem 
informações relevantes para o estudo ou representatividade das amostras para a 
análise histopatológica e imuno-histoquímica. Juntamente com as amostras tumorais 
em blocos de parafina, foram obtidas informações quanto ao estilo de vida, hábitos 
alimentares, de tabagismo e etilismo, além de informações clínicas referente a 
modalidade de tratamento e laudo anatomopatológico. 
As amostras foram categorizadas de acordo com o hábito tabagista, sendo: 
nunca fumou, parou de fumar e fuma atualmente. 
 
Tissue microarrays 
Os tissue microarrays (TMA) foram confeccionados usando seções fixadas 
em formalina tamponada a 10% e embebidas em parafina de 78 carcinomas de 
células escamosas primários de cavidade oral de pacientes tratados cirurgicamente 
no ICAVC, seguindo metodologia descrita por Cajaiba et al., 2006. A seleção das 
duas áreas tumorais representativas, foi realizada por dois patologistas experientes 
a partir de lâminas coradas com Hematoxilina e Eosina. Dois cilindros de 1,5 mm de 
diâmetro foram perfurados de cada amostra e reintroduzidos em blocos de parafina 
receptores usando um tissue microarrayer (Beecher Instruments®, Silver Spring, MD, 
EUA). As secções de 3 µm de espessura foram então retiradas do TMA, montadas 
em lâminas de microscopia. Um patologista verificou o conteúdo de cada spot. Os 
spots dobrados ou com ausência de mais de 70% do tecido foram excluídos. Ao final 
não foi possível avaliar três amostras para a proteína HIF1-α e cinco amostras para 
a proteína PHD3, sendo que dessas cinco, três eram as mesmas que não foram 





Após a retirada das secções histológicas, os cilindros de tecido tumoral foram 
retirados dos TMA e passaram pelo processo de desparafinização e reidratação, 
com xileno e álcool, respectivamente.  
As amostras, com espessura média de 450 µm e densidade de 0,54 g/cm3, 
foram dispostas em suporte plásticos com filme de Ultralene® e levadas aos 
equipamentos da linha de luz D09-XRF. Para aquisição dos espectros, utilizou-se 
um feixe branco com faixa de energia de 4 a 24 keV e dimensões de 2 mm2 para 
excitar as amostras durante 20 segundos. Os raios X fluorescentes emitidos pelas 
amostras foram detectados utilizando um espectrômetro de alta resolução, baseado 
em um detector Silicon Drifft com janela de berílio de 8 µm de espessura e área ativa 
de 7 mm2. Utilizou-se um filtro de alumínio de 45 mm no feixe e o suporte com a 
amostra foi posicionado numa distância de 21mm e num ângulo de 45º em relação 
ao detector. Todas as medidas foram realizadas em temperatura ambiente e 
pressão normal. 
Foram realizadas nove medidas em uma matriz de 3x3 e realizada uma média 
para obtenção do espectro final utilizado nas análises. Para o ajuste dos espectros 
dos raios X característicos, determinação dos elementos e suas respectivas 
intensidades fluorescentes, foi realizada uma análise de uma amostra de referência 
certificada, Standard Reference Material 1577b “Bovine Liver”, produzida pelo 
National Institute of Standards and Technology (NIST), sob as mesmas condições 
das amostras teste, o programa computacional PyMca 5.0.0 (SOLÉ et al., 2007) foi a 
base para as análises. 
As medidas de μXRF foram realizadas na linha de luz de Fluorescência de 
Raios-X D09-XRF no Laboratório Nacional de Luz Síncrotron, Campinas, São Paulo, 
Brasil (Pérez et al., 1999). 
 
Reação de imuno-histoquímica 
As lâminas de TMA  foram submetidas à reação de imuno-histoquímica na 
qual foi utilizado o Kit da Spring  Bioscience® (California, Estados Unidos, PMB1-
250). Inicialmente as lâminas foram hidratadas na bateria de xilol e álcool. Em 
seguida, as lâminas foram incubadas com solução de recuperação antigênica 3 em 
1 pH 6 em banho maria, em tempertaura de 98ºC por 45 minutos. Após este tempo 
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foram deixadas em soluçao de EDTA (1mM, pH 8 - 9) por 10 minutos para bloqueio 
da reação de recuperação antigênica. Em seguida foi feito o bloqueio de peroxidade 
por 15 minutos por meio da utilização de uma câmara úmida. Novamente foram 
imersas em solução de EDTA por 5 minutos, processo este repetido por mais três 
vezes. Em seguida, procedeu-se o bloqueio de proteína por 15 minutos através da 
solução de bloqueio do kit. Após o bloqueio foi aplicado o anticorpo de interesse 
diluído em diluente de anticorpo e deixado sobre a lâmina em média por 1 hora e 30 
minutos em temperatura ambiente (Tabela 1).  
Tabela 1. Anticorpos utilzados no estudo e suas referidas diluições 
Produto Descrição Diluição Imunógeno 
Anticorpo anti-HIF-1 alpha [ESEE122] 
(ab8366 - Abcam®) 
Mouse 
monoclonal 
1/1600 HIF-1 alpha humano 
(aa 300-550) 
Anticorpo anti-PHD3 (ab30782 -Abcam®) Rabbit 
polyclonal 
1/800 PHD3/prolil hidroxilase 
humana 
 
Após a incubação com os anticorpos primários diluídos, conforme 
apresentado na tabela 1, as lâminas foram imersas em solução de EDTA por 5 
minutos, etapa repetida por mais duas vezes e em seguida foi aplicada a solução de 
complemento por 10 minutos. Posteriormente, foi aplicada a solução de conjugado 
HRP que foi deixada por 15 minutos sobre a lâmina. As lâminas foram novamente 
imersas em solução de EDTA por 5 minutos, processo repetido por mais três vezes. 
Logo após, as lâminas foram submetidas por 10 minutos ao cromógeno DAB Plus 
diluído 1/50 em solução diluente de DAB e em seguida lavadas com água destilada, 
coradas com hematoxilina por 5 minutos e desidradatas na bateria de xilol e álcool. 
Ao final de todas as etapas foi fixada a lamínula com resina. 
 
Avaliação da expressão por microscopia ótica 
A análise da lâmina foi feita utilizando microscópico óptico Zeiss® em 
aumento de 100x e 400x. A expressão das proteínas foi avaliada por dois 
analisadores diferentes de forma independente, sendo reanalizados os casos 
conflitantes. 
A análise para cada proteína foi semiquantitativa, sendo as amostras 
classificadas segundo o percentual de células coradas em: 0 (0% de células 
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marcadas), 1 (<10%); 2 (10 ≤ 50%) e 3 (>50% de células marcadas); e pela 
intensidade de coloração em: 0 (negativa), 1 (fraca), 2 (moderada) e 3 (forte). 
As pontuações recebidas na classificação do porcentual de células coradas e 
da intensidade de coloração foram multiplicadas e calculadas as suas médias para 
cada amostra. Posteriormente, com base no score final, cada amostra foi 
categorizada como expressão negativa (0), positiva fraca (1 ≤ 3) ou positiva forte 
(>3), seguindo a metodologia utilizada por trabalhos que fizeram análises 
semelhantes ao presente estudo (SOINI et al., 2000; CAMPOS et al., 2009; 
SANTOS et al., 2012; DU et al., 2013). 
 
Análise estatística 
Para os testes de associação foram utilizados o teste Qui-quadrado em 
análise bivariada e, quando necessário, o teste exato de Fisher. 
A regressão logística multivariada por modelagem foi utilizada para ajustar os 
valores do odds ratio (OR) e o intervalo de confiança (IC 95%). Para este teste, 
foram consideradas estasticamente significantes aquelas variáveis que 
apresentaram o valor de p<0,05. Entretanto, para a realização da regressão lógistica 
multivariada por modelagem foram selecionadas todas aquelas características que 
obtiveram p<0,20 quando testada diante a característica em questão, em análise 
bivariada. Ressalto que após a realização da análise multivariada por modelagem 
apenas as características com p<0,05 foram consideradas estatisticamente 
significantes. 
Para a análise da sobrevida foi calculado o intervalo de tempo (em meses) 
entre as datas de cirurgia e óbito de cada paciente ou do último retorno nos casos 
de sobreviventes. Entretanto, o intervalo de tempo para a análise de sobrevida livre 
de doença foi calculado utilizando como ponto final a data de recidiva geral, 
respectivamente, ou a data do último retorno nos casos assintomáticos. As curvas 
de sobrevidas foram avaliadas segundo o modelo Kaplan-Meier e o valor de p de 
Wilcoxon.  
Posteriormente, o modelo Cox Proportional Hazards foi utilizado ajustar os 
valores do hazards ratio (HR) e o intervalo de confiança (IC 95%), considerando as 
variáveis estatisticamente significantes aquelas com p<0,05. Entretanto, para a 
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realização da regressão lógistica multivariada por modelagem foram selecionadas 
todas aquelas características que obtiveram p<0,20 quando testada diante a 
característica em questão, em análise bivariada. Os cálculos matemáticos foram 
realizados com a utilização do programa  IBM SPSS STATISTICS®  v. 20, 2011. 
 
Aspectos éticos 
O estudo possui aprovação nos Comitês de Ética em Pesquisa com Seres 
Humanos do Centro de Ciências da Saúde da Universidade Federal do Espírito 
Santo, sob parecer número 1.359.363 e do Instituto do Câncer Arnaldo Vieira de 
Carvalho, sob parecer número 1.422.077. 
Os participantes do estudo assinaram o termo de consentimento livre e 
esclarecido (TCLE) pelo Projeto Genoma Clínico do Câncer de Cabeça e Pescoço e 
para o presente estudo foi dispensada a assinatura do TCLE. 
 
RESULTADOS 
Expressão das proteínas 
  Os resultados das expressões das proteínas HIF1-α e PHD3 de amostras 
tumorais de pacientes com carcinoma de células escamosas da cavidade oral, 
podem ser observados na tabela 2. 
  Na figura 1 é possível observar os padrões de expressão da proteína HIF1-α e 
na figura 2 os padrões de expressão de PHD3 em amostras de carcinoma de células 
escamosas da cavidade oral. 
Tabela 2. Distribuição das expressões das proteínas HIF1-α e PHD3 de amostras 
tumorais de pacientes com carcinoma de células escamosas da cavidade oral. 
Proteína 
Positividade Intensidade 
Negativa Positiva Fraca Forte 
No. (%) No. (%) No. (%) No. (%) 
         
HIF1-α nuclear 7 9,3 68 90,7 26 38,2 42 61,8 
HIF1-α citoplasmática 4 5,3 71 94,7 26 36,6 45 63,4 
PHD3 nuclear 24 32,9 49 67,1 32 65,3 17 34,7 




Figura 1. Fotomicrografia da expressão da proteína HIF1-α em carcinoma de células escamosas de 
cavidade oral. (A) Imunomarcação citoplasmática de intensidade fraca (*). (B) Imunomarcação 
citoplasmática de intensidade forte (+) e nuclear de intensidade forte (cabeça de seta). Barras: 100 
µm (A) e 50 µm (B). 
 
 
Figura 3. Fotomicrografia da expressão da proteína PHD3 em carcinoma de células escamosas de 
cavidade oral. (A) Amostra negativa para expressão de PHD3. (B) Imunomarcação citoplasmática de 
intensidade fraca e nuclear de intensidade forte. (C) Imunomarcação citoplasmática e nuclear de 





Características clínicopatológicas e o padrão de expressão 
  A relação da expressão nuclear de HIF1-α com as características 
clínicopatológicas, revelou uma associação da intensidade de marcação com o 
tamanho tumoral, tanto na categorização em pT1, pT2, pT3 e pT4 (p = 0.047) quanto 
na categorização agrupada em pT1/pT2 e pT3/pT4 (p = 0.021). No qual a maioria 
dos indivíduos com marcação nuclear forte eram pT3 e pT4 (Tabela 3). 
 
Tabela 3. Análise bivariada da expressão HIF1-α no núcleo com as características 
clínicopatológicas. 
Características clínicopatológicas 
Positividade     Intensidade 
Negativa Positiva p  Fraca Forte p 
No. (%) No. (%)    No. (%) No. (%)   
Tamanho do tumor            
T1 2 9,1 20 90,9 0,166  9 45,0 11 55,0 0,047 
T2 4 21,1 15 78,9   9 60,0 6 40,0  
T3 1 5,9 16 94,1   2 12,5 14 87,5  
T4 0 0,0 17 100,0   6 35,3 11 64,7  
Tamanho do tumor            
pT1, pT2 6 14,6 35 85,4 0,088  18 51,4 17 48,6 0,021 
pT4, pT4 1 2,9 33 97,1   8 24,2 25 75,8  
Linfonodos            
Negativo 6 12,2 43 87,8 0,226  20 46,5 6 24,0 0,065 
Positivo 1 3,8 25 96,2   23 53,5 19 76,0  
Estádio            
I 0 0 0 0 0,104  0 0 0 0 0,259 
II 1 11,1 8 88,9   4 50,0 4 50,0  
III 3 21,4 11 78,6   6 54,5 5 45,5  
IV 2 4,0 48 96,0   15 31,3 33 68,8  
Estádio            
I, II, III 4 17,4 19 82,6 0,074  10 52,6 9 47,4 0,103 
IV 2 4,0 48 96,0   15 31,3 33 68,9  
Agressividade Tumoral             
Pouco agressivo 6 12,2 43 87,8 0,226  20 46,5 23 53,5 0,065 
Bem agressivo 1 3,8 25 96,2   6 24,0 19 76,0  
Grau de diferenciação            
Bem 1 9,1 10 90,9 0,860  4 40,0 6 60,0 0,066 
Moderadamente 4 6,9 54 93,1   18 33,3 36 66,7  
Pouco 0 0,0 3 100,0   3 100,0 0 0,0  
 
  Para a expressão citoplasmática de HIF1-α, foi possível observar uma 
associação do tamanho tumoral (p = 0.003), no estádio clínico (p = 0.014) e no grau 
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de diferenciação (p = 0.031), nos quais a maioria dos indivíduos eram pT3/pT4, 
estádio clínico IV e grau de diferenciação moderado (Tabela 4). 
 




Positividade     Intensidade 
Negativa Positiva p  Fraca Forte p 
No. (%) No. (%)    No. (%) 
No
. 
(%)   
Tamanho do tumor            
T1 0 0,0 22 100,0 0,097  11 50,0 11 50,0 0,003 
T2 3 15,8 16 84,2   9 56,3 7 43,8  
T3 1 5,9 16 94,1   0 0,0 16 100,0  
T4 0 0,0 17 100,0   6 35,3 11 64,7  
Tamanho do tumor            
pT1, pT2 3 7,3 38 92,7 0,382  20 52,6 18 47,4 0,003 
pT4, pT4 1 2,9 33 97,1   6 18,2 27 81,2  
Linfonodos            
Negativo 4 8,2 45 91,8 0,174  20 44,4 25 55,6 0,072 
Positivo 0 0,0 26 100,0   6 23,1 20 76,9  
Estádio            
I 0 0 0 0 0,099  0 0 0 0 0,049 
II 0 0,0 9 100,0   5 55,6 4 44,4  
III 2 14,3 12 85,7   7 58,3 5 41,7  
IV 1 2,0 49 98,0        
Estádio            
I, II, III 2 8,7 21 91,3 0,232  12 57,1 9 42,9 0,014 
IV 1 2,0 49 98,0   13 26,5 36 73,5  
Agressividade 
Tumoral  
           
Pouco agressivo 4 8,2 45 91,8 0,174  20 44,4 25 55,6 0,072 
Bem agressivo 0 0,0 26 100,0   6 23,1 20 76,9  
Grau de 
diferenciação 
           
Bem 0 0,0 11 100,0 0,685  5 45,5 6 54,5 0,031 
Moderadamente 3 5,2 55 94,8   16 29,1 39 70,9  
Pouco 0 0,0 3 100,0   3 100,0 0 0,0  
 
  Não foram observadas associações significativas da expressão nuclear de 





Tabela 5. Análise bivariada da expressão PHD3 no núcleo com as características 
clínicopatológicas. 
Características clínicopatológicas 
Positividade     Intensidade 
Negativa Positiva p  Fraca Forte p 
No. (%) No. (%)    No. (%) No. (%)   
Tamanho do tumor            
T1 9 39,1 14 60,9 0,802  8 57,1 6 42,9 0,178 
T2 5 29,4 12 70,6   7 58,3 5 41,7  
T3 4 25,0 12 75,0   11 91,7 1 8,3  
T4 6 35,3 11 64,7   6 54,5 5 45,5  
Tamanho do tumor            
pT1, pT2 14 35,0 26 65,0 0,671  15 57,7 11 42,3 0,234 
pT4, pT4 10 30,3 23 69,7   17 73,9 6 26,1  
Linfonodos            
Negativo 16 32,7 33 67,3 0,954  20 60,6 13 39,4 0,253 
Positivo 8 33,3 16 66,7   12 75,0 4 25,0  
Estádio            
I 0 0 0 0 0,223  0 0 0 0 0,213 
II 5 55,6 4 44,4   2 50,0 2 50,0  
III 3 21,4 11 78,6   5 45,5 6 54,5  
IV 15 31,3 33 68,8   24 72,7 9 27,3  
Estádio            
I, II, III 8 34,8 15 65,2 0,766  7 46,5 8 53,3 0,080 
IV 15 31,3 33 68,8   24 72,7 9 27,3  
Agressividade Tumoral             
Pouco agressivo 16 32,7 33 67,3 0,954  20 60,6 13 39,4 0,253 
Bem agressivo 8 33,3 16 66,7   12 75,0 4 25,0  
Grau de diferenciação            
Bem 3 33,3 6 66,7 0,993  4 66,7 2 33,3 0,910 
Moderadamente 18 31,6 39 68,4   25 64,1 14 35,9  
Pouco 1 33,3 2 66,7   1 50,0 1 50,0  
 
  Em relação a expressão citoplasmática de PHD3, foi possível observar uma 
associação significativa entre a positividade com o estádio clínico (p = 0.012). A 
maioria dos pacientes negativos para a PHD3 citoplasmática estavam no estádio 







Tabela 6. Análise bivariada da expressão PHD3 no citoplasma com as 
características clínicopatológicas. 
 Positividade     Intensidade 
 Negativa Positiva p  Fraca Forte p 
 Características clínicopatológicas No. (%) No. (%)    No. (%) No. (%)   
Tamanho do tumor            
T1 9 39,1 14 60,9 0,708  10 71,4 4 28,6 0,701 
T2 7 41,2 10 58,8   8 80,0 2 20,0  
T3 4 25,0 12 75,0   9 75,0 3 25,0  
T4 5 29,4 12 70,6   7 58,3 5 41,7  
Tamanho do tumor            
pT1, pT2 16 40,0 24 60,0 0,254  18 75,0 6 25,0 0,525 
pT4, pT4 9 27,3 24 72,7   16 66,7 8 33,3  
Linfonodos            
Negativo 16 32,7 33 67,3 0,682  21 63,6 12 36,4 0,097 
Positivo 9 37,5 15 62,5        
Estádio            
I 0 0 0 0 0,012  0 0 0 0 0,207 
II 7 77,8 2 22,2   1 50,0 1 50,0  
III 4 28,6 10 71,4   5 50,0 5 50,0  
IV 13 27,1 35 72,9   27 77,1 8 22,9  
Estádio            
I, II, III 11 47,8 12 52,2 0,084  6 50,0 6 50,0 0,076 
IV 13 27,1 35 72,9   27 77,1 8 22,9  
Agressividade Tumoral             
Pouco agressivo 16 32,7 33 67,3 0,682  21 63,6 12 36,4 0,097 
Bem agressivo 9 37,5 15 62,5   13 86,7 2 13,3  
Grau de diferenciação            
Bem 2 22,2 7 77,8 0,801  3 42,9 4 57,1 0,168 
Moderadamente 19 33,3 38 66,7   28 73,7 10 26,3  
Pouco 1 33,3 2 66,7   2 100,0 0 0,0  
 
Características prognósticas 
Em relação às características prognósticas foram analisados os seguintes 
parâmetros: recidiva geral (local + regional + à distância), recidiva local e o óbito 
pelo câncer. Na análise multivariada a recidiva global revelou associação 
significativa com o status linfonodal (p = 0.031), o consumo atual de álcool (p = 
0.003) e a expressão citoplasmática de PHD3 (p = 0.005, Tabela 7). 
De acordo com os dados obtidos a positividade citoplasmática de PHD3 
aumenta o risco de o paciente apresentar recidiva em aproximadamente 18 vezes 
(OR = 18.486, IC = 2.40-142.12). A análise multivariada revelou ainda que o risco 
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dos pacientes que consomem álcool atualmente recidivarem é cerca de 12 vezes 
superior aos que não consomem (OR = 12.676, IC = 2.43-65.95) (Tabela 7). 
Em análise por regressão logística multivariada, o óbito mostrou associação 
significativa com o status linfonodal (p = 0.002) e com a positividade da proteína 
PHD3 citoplasmática (p = 0.049) Segundo os dados obtidos a positividade 
citoplasmática de PHD3 aumenta o risco de os pacientes irem a óbito pelo câncer 
em cerca de 15 vezes (OR = 14.700, IC = 1.01-212.85) (Tabela 7). 
 
Tabela 7. Análise multivariada entre recidiva, óbito, status linfonodal, estádio clínico, 




 Recidiva  Óbito 
 OR (CI 95%) p  OR (CI 95%) p 
N (TNM)*       
Negativo  1   1  
Positivo  5.883 (1.17-29.45) 0.031  27.54 (3.43-220.98) 0.002 
Estádio clínico       
I, II e III  1     
IV  0.282 (0.04-1.65) 0.160    
Histórico de consumo de tabaco       
Não     1  
Sim     9.399 (0.69-128.11) 0.093 
Consumo atual de álcool       
Não  1     
Sim  12.676 (2.43-65.95) 0.003    
Expressão nuclear de HIF1-α       
Positivo Fraco     1  
Positivo Forte     0.306 (0.05-1.83) 0.195 
Expressão nuclear de PHD3       
Positivo Fraco     0.261 (0.03-1.89) 0.184 
Positivo Forte       
Expressão citoplasmática de PHD3       
Negativo  1   1  
Positivo  18.486 (2.40-142.12) 0.005  14.700 (1.01-212.85) 0.049 




A sobrevida livre de doença esteve associada ao status linfonodal (Wilcoxon p 
= 0.001). Nos 18 primeiros meses após o seguimento cirúrgico 10% dos pacientes 
com ausência de linfonodo acometido apresentaram recidiva enquanto que no 
mesmo período, 55% dos que tinham linfonodo acometido recidivaram. A análise 
multivariada revelou que a presença de linfonodo acometido é fator de risco para 
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uma pior sobrevida livre de doença, conferindo um risco aumentado em cerca de 5 
vezes (HR = 4.950, IC = 1.68-14.57, Tabela 8, Figura 3). 
 
Tabela 8. Análise multivariada entre a sobrevida livre de doença, sobrevida doença 
específica, status linfonodal, estádio clínico e expressão de PHD3. 
Variáveis 
Cox Proporcional Cox Proporcional 
Sobrevida livre de doença  Sobrevida doença-específica 
HR (IC 95%) p  HR (IC 95%) p 
N (TNM)*      
Negativo 1   1  
Positivo 4.950 (1.68-14.57) 0.004  7.492 (2.37-23.67) 0.001 
Estádio clínico      
I, II e III    1  
IV    13.545 (1.54-119,13) 0.019 
Expressão nuclear de 
PHD3 
     
Positivo Fraco    1  
Positivo Forte    0.337 (0.09-1.17) 0.089 
Expressão citoplasmática 
de PHD3 
     
Negativo 1     
Positivo 3.611 (0.80-16.19) 0.093    
*Classificação TNM (7ª edição). 
 
 
Figura 3. Curva de sobrevida livre de doença de pacientes com carcinoma de células escamosas de 
cavidade oral segundo o N (TNM). 
 
Pode-se observar que nos primeiros 18 meses após a cirurgia 5% dos 
pacientes negativos para expressão citoplasmática de PHD3 apresentaram recidiva 
enquanto 30% dos pacientes com expressão citoplasmática de PHD3 positiva 




Figura 4. Curva de sobrevida livre de doença de pacientes com carcinoma de células escamosas de 
cavidade oral a positividade de expressão de PHD3 citoplasmática. 
 
Pode-se observar que nos primeiros 24 meses após o seguimento cirúrgico 
10% dos pacientes com expressão fraca de PHD3 nuclear morreram enquanto no 
mesmo período 40% dos pacientes com expressão forte de PHD3 nuclear foram a 
óbito. A análise multivariada apontou que a intensidade de marcação da proteína 
PHD3 nuclear é fator de proteção para uma melhor sobrevida doença específica, 
conferindo um risco diminuído (HR = 0.337, IC = 0.09-1.17, Tabela 8, Figura 5). 
 
Figura 5 – Curva de sobrevida doença específica de pacientes com carcinoma de células escamosas 




A sobrevida doença específica esteve associada significativamente ao status 
linfonodal (Wilcoxon p = 0.000). Nos primeiros 24 meses após a cirurgia 20% dos 
pacientes sem comprometimento linfonodal foram a óbito pelo câncer enquanto que 
65% dos pacientes com acometimento linfonodal morreram. A análise multivariada 
mostrou que o acometimento linfonodal confere ao paciente uma pior sobrevida 
doença específica em aproximadamente 8 vezes (HR = 7.492, IC = 2.37-23.67, 
Tabela 8, Figura 6). 
 
Figura 6. Curva de sobrevida doença específica de pacientes com carcinoma de células escamosas 
de cavidade oral segundo o N (TNM). 
 
O estádio clínico esteve associado significativamente à sobrevida doença 
específica (Wilcoxon p = 0.022). Observa-se que após 24 meses do tratamento 
cirúrgico 20% dos pacientes em estádio clínico de I a III foram a óbito e 55% dos 
com estádio IV morreram no mesmo período. Em análise multivariada foi possível 
verificar que o estadio clínico avançado confere uma pior sobrevida doença 
específica aumentada em cerca de 14 vezes (HR = 13.545, IC = 1.54-119.13, Tabela 




Figura 7. Curva de sobrevida doença específica de pacientes com carcinoma de células escamosas 
de cavidade oral segundo o estádio clínico. 
 
Elementos versus expressão de HIF1-α e PHD3 
  Em análise bivariada a positividade da expressão nuclear de HIF1-α foi 
associada significativamente aos elementos arsênio e bromo (p = 0.037, ambos, 
Tabela 9). A análise revelou ainda, que a intensidade de marcação nuclear de HIF1-
α foi associada ao elemento cloro (p = 0.026, Tabela 9). 
 
Tabela 9. Análise bivariada da expressão HIF1-α nuclear com a caracterização 
elementar. 
(continua) 
 Positividade   Intensidade 
Elemento Negativo Positivo p  Fraca Forte p 
  No. (%) No. (%)    No. (%) No. (%)   
Magnésio            
Ausência 7 100 60 88,2 0,438  24 92,3 36 85,7 0,341 
Presença 0 0,0 8 11,8   2 7,7 6 14,3  
Fósforo            
Ausência 1 14,3 4 5,9 0,396  2 7,7 2 4,8 0,496 
Presença 6 85,7 64 94,1   24 92,3 40 95,2  
Enxofre            
Ausência 0 0,0 1 1,5 0,907  1 3,8 0 0,0 0,382 




Tabela 9. Análise bivariada da expressão HIF1-α nuclear com a caracterização 
elementar. 
(conclusão) 
 Positividade   Intensidade 
Elemento Negativo Positivo p  Fraca Forte p 
  No. (%) No. (%)    No. (%) No. (%)   
Cloro            
Ausência 4 57,1 44 64,7 0,493  21 80,8 23 54,8 0,026 
Presença 3 42,9 24 35,3   5 19,2 19 45,2  
Potássio            
Ausência 1 14,3 12 17,6 0,650  5 19,2 7 16,7 0,516 
Presença 6 85,7 56 82,4   21 80,8 35 83,3  
Cálcio            
Ausência 0 0,0 1 1,5 0,907  1 3,8 0 0,0 0,382 
Presença 7 100 67 98,5   25 96,2 42 100  
Cromo            
Ausência 5 71,4 38 55,9 0,355  16 61,5 22 52,4 0,460 
Presença 2 28,6 30 44,1   10 38,5 20 47,6  
Manganês            
Ausência 5 71,4 45 66,2 0,571  16 61,5 29 69,0 0,525 
Presença 2 28,6 23 33,8   10 38,5 13 31,0  
Ferro            
Ausência 0 0,0 0 0,0 -  0 0,0 0 0,0 - 
Presença 7 100 68 100   26 100 42 100  
Cobalto            
Ausência 7 100 59 86,8 0,392  22 84,6 37 88,1 0,681 
Presença 0 0,0 9 13,2   4 15,4 5 11,9  
Níquel            
Ausência 7 100 58 85,3 0,351  24 92,3 34 81 0,177 
Presença 0 0,0 10 14,7   2 7,7 8 19  
Cobre            
Ausência 1 14,3 3 4,4 0,330  1 3,8 2 4,8 0,676 
Presença 6 85,7 65 95,6   25 96,2 40 95,2  
Zinco            
Ausência 0 0,0 0 0,0 -  0 0,0 0 0,0 - 
Presença 7 100 68 100   26 100 42 100  
Arsênio            
Ausência 5 71,4 20 29,4 0,037  11 42,3 9 21,4 0,066 
Presença 2 28,6 48 70,6   15 57,7 33 78,6  
Bromo            
Ausência 5 71,4 20 29,4 0,037  11 42,3 9 21,4 0,066 




A análise bivariada revelou que a intensidade de marcação citoplasmática de 
HIF1-α está associada com os elementos cloro (p = 0.002) e com os elementos 
arsênio e bromo (p = 0.036, ambos). Não foram observadas associações 
significativas da positividade citoplasmática de HIF1-α com os elementos estudados 
(Tabela 10). 
 
Tabela 10. Análise bivariada da expressão HIF1-α citoplasmática com a 
caracterização elementar. 
(continua) 
 Positividade   Intensidade 
Elemento Negativo Positivo p  Fraca Forte p 
  No. (%) No. (%)    No. (%) No. (%)   
Magnésio            
Ausência 4 100 63 88,7 0,631  24 92,3 39 86,7 0,380 
Presença 0 0,0 8 11,3   2 7,7 6 13,3  
Fósforo            
Ausência 0 0,0 5 7,0 0,754  3 11,5 2 4,4 0,254 
Presença 4 100 66 93,0   23 88,5 43 95,6  
Enxofre            
Ausência 0 0,0 1 1,4 0,947  1 3,8 0 0,0 0,366 
Presença 4 100 70 98,6   25 96,2 45 100  
Cloro            
Ausência 1 25,0 47 66,2 0,130  23 88,5 24 53,3 0,002 
Presença 3 75,0 24 33,8   3 11,5 21 46,7  
Potássio            
Ausência 0 0,0 13 18,3 0,459  6 23,1 7 15,6 0,430 
Presença 4 100 58 81,7   20 76,9 38 84,4  
Cálcio            
Ausência 0 0,0 1 1,4 0,947  1 3,8 0 0,0 0,366 
Presença 4 100 70 98,6   25 96,2 45 100  
Cromo            
Ausência 3 75,0 40 56,3 0,426  17 65,4 23 51,1 0,243 
Presença 1 25,0 31 43,7   9 34,6 22 48,9  
Manganês            
Ausência 3 75,0 47 66,2 0,593  16 61,5 31 68,9 0,528 
Presença 1 25,0 24 33,8   10 38,5 14 31,1  
Ferro            
Ausência 0 0,0 0 0,0 -  0 0,0 0 0,0 - 





Tabela 10. Análise bivariada da expressão HIF1-α citoplasmática com a 
caracterização elementar. 
(conclusão) 
 Positividade   Intensidade 
Elemento Negativo Positivo p  Fraca Forte p 
  No. (%) No. (%)    No. (%) No. (%)   
Cobalto            
Ausência 4 100 62 87,3 0,593  22 84,6 40 88,9 0,430 
Presença 0 0,0 9 12,7   4 15,4 5 11,1  
Níquel            
Ausência 4 100 61 85,9 0,557  24 92,3 37 82,2 0,209 
Presença 0 0,0 10 14,1   2 7,7 8 17,8  
Cobre            
Ausência 0 0,0 4 5,6 0,799  2 7,7 2 4,4 0,620 
Presença 4 100 67 94,4   24 92,3 43 95,6  
Zinco            
Ausência 0 0,0 0 0,0 -  0 0,0 0 0,0 - 
Presença 4 100 71 100   26 100 45 100  
Arsênio            
Ausência 3 75,0 22 31,0 0,105  12 46,2 10 22,2 0,036 
Presença 1 25,0 49 69,0   14 53,8 35 77,8  
Bromo            
Ausência 3 75,0 22 31,0 0,105  12 46,2 10 22,2 0,036 
Presença 1 25,0 49 69,0   14 53,8 35 77,8  
 
  Para a proteína PHD3, a intensidade de marcação nuclear foi associada com 
os elementos fósforo (p = 0.037) e níquel (p = 0.041). Não foram observadas 
associações significativas da positividade nuclear de PHD3 com os elementos 












Tabela 11. Análise bivariada da expressão PHD3 nuclear com a caracterização 
elementar. 
(continua) 
 Positividade   Intensidade 
Elemento Negativo Positivo p  Fraca Forte p 
  No. (%) No. (%)    No. (%) No. (%)   
Magnésio            
Ausência 21 87,5 45 91,8 0,418  30 93,8 15 88,2 0,432 
Presença 3 12,5 4 8,2   2 6,3 2 11,8  
Fósforo            
Ausência 1 4,2 3 6,1 0,601  0 0 3 17,6 0,037 
Presença 23 95,6 46 93,9   32 100 14 82,4  
Enxofre            
Ausência 1 4,2 0 0 0,329  0 0,0 0 0,0 - 
Presença 23 95,8 49 100   32 100 17 100  
Cloro            
Ausência 16 66,7 32 65,3 0,908  22 68,8 10 58,8 0,487 
Presença 8 33,3 17 34,7   10 31,3 7 41,2  
Potássio            
Ausência 5 20,8 8 16,3 0,432  4 12,5 4 23,5 0,273 
Presença 19 79,2 41 83,7   28 87,5 13 76,5  
Cálcio            
Ausência 1 4,2 0 0 0,329  0 0,0 0 0,0 - 
Presença 23 95,8 49 100   32 100 17 100  
Cromo            
Ausência 12 50 30 61,2 0,362  20 62,5 10 58,8 0,801 
Presença 12 50 19 38,8   12 37,5 7 41,2  
Manganês            
Ausência 15 62,5 33 67,3 0,682  20 62,5 13 76,5 0,253 
Presença 9 37,5 16 32,7   12 37,5 4 23,5  
Ferro            
Ausência 0 0,0 0 0,0 -  0 0,0 0 0,0 - 
Presença 24 100 49 100   32 100 17 100  
Cobalto            
Ausência 22 91,7 43 87,8 0,474  30 93,8 13 76,5 0,099 
Presença 2 8,3 6 12,2   2 6,3 4 23,5  
Níquel            
Ausência 21 87,5 42 85,7 0,573  30 93,8 12 70,6 0,041 
Presença 3 12,5 7 14,3   2 6,3 5 29,4  
Cobre            
Ausência 2 8,3 1 2 0,250  0 0 1 5,9 0,347 




Tabela 11. Análise bivariada da expressão PHD3 nuclear com a caracterização 
elementar. 
(conclusão) 
 Positividade   Intensidade 
Elemento Negativo Positivo p  Fraca Forte p 
  No. (%) No. (%)    No. (%) No. (%)   
Zinco            
Ausência 0 0,0 0 0,0 -  0 0,0 0 0,0 - 
Presença 24 100 49 100   32 100 17 100  
Arsênio            
Ausência 7 29,2 17 34,7 0,637  11 34,4 6 35,3 0,949 
Presença 17 70,8 32 65,3   21 65,6 11 64,7  
Bromo            
Ausência 7 29,2 17 34,7 0,637  11 34,4 6 35,3 0,949 
Presença 17 70,8 32 65,3   21 65,6 11 64,7  
 
  Em relação a expressão citoplasmática da proteína PHD3, a positividade foi 
associada com o elemento cobre (p = 0.037). Os elementos estudados não foram 
associados com a intensidade de expressão citoplasmática de PHD3 (Tabela 12). 
 
Tabela 12. Análise bivariada da expressão PHD3 citoplasmática com a 
caracterização elementar. 
(continua) 
 Positividade   Intensidade 
Elemento Negativo Positivo p  Fraca Forte p 
  No. (%) No. (%)    No. (%) No. (%)   
Magnésio            
Ausência 23 92,0 43 89,6 0,549  31 91,2 12 85,7 0,458 
Presença 2 8,0 5 10,4   3 8,8 2 14,3  
Fósforo            
Ausência 1 4,0 3 6,3 0,576  1 2,9 2 14,3 0,200 
Presença 24 96,0 45 93,8   33 97,1 12 85,7  
Enxofre            
Ausência 1 4,0 0 0 0,342  0 0,0 0 0,0 - 
Presença 24 96,0 48 100,0   34 100,0 14 100,0  
Cloro            
Ausência 19 76,0 29 60,4 0,183  22 64,7 7 50,0 0,344 






Tabela 12. Análise bivariada da expressão PHD3 citoplasmática com a 
caracterização elementar. 
(conclusão) 
 Positividade   Intensidade 
Elemento Negativo Positivo p  Fraca Forte p 
  No. (%) No. (%)    No. (%) No. (%)   
Potássio            
Ausência 4 16,0 9 18,8 0,521  6 17,6 3 21,4 0,525 
Presença 21 84,0 39 81,3   28 82,4 11 78,6  
Cálcio            
Ausência 1 4,0 0 0 0,342  0 0,0 0 0,0 - 
Presença 24 96,0 48 100,0   34 100,0 14 100,0  
Cromo            
Ausência 15 60,0 27 56,3 0,758  22 64,7 5 35,7 0,064 
Presença 10 40,0 21 43,8   12 35,3 9 64,3  
Manganês            
Ausência 17 68,0 31 64,6 0,770  22 64,7 9 64,3 0,614 
Presença 8 32,0 17 35,4   12 35,3 5 35,7  
Ferro            
Ausência 0 0,0 0 0,0 -  0 0,0 0 0,0 - 
Presença 25 100,0 48,0 100,0   34 100,0 14 100,0  
Cobalto            
Ausência 23 92,0 42 87,5 0,439  31 91,2 11 78,6 0,229 
Presença 2 8,0 6 12,5   3 8,8 3 21,4  
Níquel            
Ausência 22 88,0 41 85,4 0,533  30 88,2 11 78,6 0,327 
Presença 3 12,0 7 14,6   4 11,8 3 21,4  
Cobre            
Ausência 3 12,0 0 0 0,037  0 0,0 0 0,0 - 
Presença 22 88,0 48 100,0   34 100,0 14 100,0  
Zinco            
Ausência 0 0,0 0 0,0 -  0 0,0 0 0,0 - 
Presença 25 100,0 48 100,0   34 100,0 14 100,0  
Arsênio            
Ausência 9 36,0 15 31,3 0,682  9 26,5 6 42,9 0,266 
Presença 16 64,0 33 68,8   25 73,5 8 57,1  
Bromo            
Ausência 9 36,0 15 31,3 0,682  9 26,5 6 42,9 0,266 





  Em análise de regressão logística multivariada, não foram verificadas nenhuma 
associação da positividade e da intensidade de expressão nuclear de HIF1-α com os 
parâmetros estudados (Tabela 13). 
 
Tabela 13. Análise multivariada entre expressão de HIF1-α, status linfonodal, 
tamanho tumoral, estádio clínico e os elementos cloro, níquel e arsênio. 
Variáveis 
Análise multivariada 
 HIF1-α nuclear  HIF1-α citoplasmática 
 Positividade  Intensidade 
 OR (CI 95%) p  OR (CI 95%) p 
N (TNM)*       
Negativo     1  
Positivo     2.815 (0.87-9.09) 0.084 
T (TNM)*       
pT1/pT2     1  
pT3/pT4     2.999 (0.98-9.13) 0.053 
Estádio clínico       
I, II e III  1     
IV  3.387 (0.60-23.81) 0.156    
Cloro       
Ausente     1  
Presente     2.700 (0.79-9.19) 0.112 
Níquel       
Ausente     1  
Presente     3.184 (0.54-18.66) 0.199 
Arsênio       
Ausente  1     
Presente  3.387 (0.60-23.81) 0.156    
*Classificação TNM (7ª edição). 
   
  Ao passo que a intensidade de expressão citoplasmática de HIF1-α, em análise 
multivariada, foi associada com o tamanho tumoral (p = 0.017) e com o elemento 
cloro (p = 0.011). Os tumores com tamanhos pT3 e pT4 tem uma chance aumentada 
em aproximadamente 4 vezes de apresentar expressão citoplasmática forte (OR = 
4.143, IC = 1.28-13.32, Tabela 14). 
Em relação a positividade de expressão de PHD3 citoplasmática, a análise 
logística multivariada revelou que o estádio clínico III (p = 0.011) e o estádio clínico 
IV (p = 0.003) aumentam as chances do pacientes apresentarem positividade para a 
PHD3 citoplasmática (OR = 16.892, IC = 1.89-150.86 e OR = 18.875, IC = 2.76-
128.75, respectivamente, Tabela 15). A mesma análise apontou que o consumo 
atual de álcool diminui as chances dos pacientes que consomem álcool 




  Para a intensidade de marcação citoplasmática de PHD3, a análise 
multivariada mostrou que o a presença do elemento cromo aumenta as chances de 
o paciente apresentarem expressão forte de PHD3 citoplasmática (OR = 5.913, IC = 
1.30-26.81, p = 0.021, Tabela 15). 
 
Tabela 14. Análise multivariada entre expressão de HIF1-α, status linfonodal, 
tamanho tumoral e o elemento cloro. 
Variáveis Análise multivariada  
 HIF1-α citoplasmática 
 Intensidade 
 OR (IC 95%) p 
N (TNM)*    
Negativo  1  
Positivo  2.463 (0.74-8.19) 0.142 
T (TNM)*    
T1/T2  1  
T3/T4  4.143 (1.28-13.32) 0.017 
Cloro    
Ausente  1  
Presente  6.081 (1.50-24.61) 0.011 
*Classificação TNM (7ª edição). 
 
Tabela 15. Análise multivariada entre expressão de PHD3, status linfonodal, estádio 
clínico, consumo atual de álcool e o elemento cromo. 
Variáveis 
Análise multivariada 
 PHD3 citoplasmática  PHD3 citoplasmática 
 Positividade  Intensidade 
 OR (CI 95%) p  OR (CI 95%) p 
N (TNM)*       
Negativo     1  
Positivo     0.173 (0.02-1.09) 0.062 
Estádio clínico       
II  1     
III  16.892 (1.89-150.86) 0.011    
IV  18.875 (2.76-128.75) 0.003    
Consumo atual de álcool       
Não  1   1  
Sim  0.129 (0.03-0.45) 0.002  0.280 (0.04-1.71) 0.168 
Cromo       
Ausente     1  
Presente     5.913 (1.30-26.81) 0.021 




Os resultados mostraram uma relação da intensidade expressão de HIF-1α, 
tanto nuclear quanto citoplasmática, com o tamanho do tumor, no qual os tumores 
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maiores expressaram fortemente a proteína. Tal fato é devido a condição natural de 
hipóxia que é provocada pelo aumento do tamanho tumoral e esse promove o 
incremento da expressão de HIF-1α (SEMENZA, 1999). Além disto, neste estudo, 
tumores maiores elevam as chances de incremento da intensidade de expressão 
citoplasmática de HIF-1α. 
No presente estudo não foram observadas a associação da expressão de 
HIF-1α com os fatores prognósticos. Contudo, Mendes et al., (2014), verificaram que 
fraca expressão de HIF-1α infiltrado inflamatórios das margens tumorais e no tumor 
aumentaram a recidiva e o risco de morte em 30%, em comparação com a forte 
expressão nas margens do tumor, definindo um alto risco independente de qualquer 
outro fator. 
Santos et al., (2012), relataram que a expressão fraca de HIF-1α é um 
marcador independente para recidiva local, representando um risco aumentado 
superior a 7 vezes em relação à expressão forte, o que leva a esses autores a 
sugerir a utilização da expressão da proteína HIF-1α como marcador para avaliar 
melhor as opções terapêuticas em pacientes com câncer de cabeça e pescoço. 
Neste estudo, foi observado uma associação da intensidade de expressão 
nuclear e citoplasmática de HIF-1α com a presença do elemento cloro, assim como 
da positividade de expressão nuclear e citoplasmática com os elementos arsênio e 
bromo. Sabe-se que alguns elementos químicos podem interferir com a atividade de 
proteínas e assim modificar a expressão das mesmas. Por exemplo, o ferro pode ser 
substituído por outros elementos de maior afinidade com o núcleo catalítico, fazendo 
a perda de função enzimática (SEMENZA, 2003; POLLARD et al., 2008). 
Além disto, neste estudo, a presença de cloro eleva as chances de aumento 
na intensidade da expressão HIF-1α. Sabe-se que os íons cloreto desempenham um 
papel relevante na homeostase celular e a variação do seu fluxo está associado a 
regulação do volume, processos secretórios e manutenção do pH celular 
(FOSKETT, 1998; AUZANNEAU et al, 2006). 
Em nosso estudo, verificou-se também que a presença dos elementos fósforo 
e níquel com a intensidade de expressão nuclear de PHD3, do cobre com a 
positividade de expressão citoplasmática e que a presença do cromo eleva as 
chances de aumento da intensidade de expressão citoplasmática de PHD3. 
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Acredita-se que esses elementos podem ter substituído o núcleo metálico da 
PHD3 e essa mudança tenha desencadeado alterações no funcionamento da 
mesma. O níquel, por exemplo, em quantidades elevadas apresenta maior afinidade 
pelo núcleo metálico da PHD, o que resulta na alteração da função desta proteína 
(SALNIKOW e ZHITKOVICH, 2008). 
Em relação a expressão de PHD3 com as características clínicopatológicas e 
prognósticas, no presente estudo foi observado a associação da positividade de 
expressão citoplasmática de PHD3 com o estadio clínico avançado, nos quais 
pacientes em estadio avançado apresentam maiores chances de expressão da 
proteína. Em carcinoma hepatocelular, Ma et al. (2017) verificaram que a expressão 
forte foi mais presente no indivíduos em estádio I e II. 
Högel et al (2013) demostraram que o aumento da expressão de PHD3 sob 
hipóxia aumenta a progressão do ciclo celular e a sobrevivência do carcinoma de 
células escamosas de cabeça e pescoço. Por outro lado, Liu et al., (2013) 
destacaram que a PHD3 desempenha papéis significativos na supressão do 
crescimento, angiogênese, diferenciação e metástase e promoção da apoptose de 
tumores em condições hipóxicas. 
Além do mais, no presente estudo, a positividade de expressão de PHD3 
citoplasmática esteve associada com a recidiva e o óbito, aumentando as chances 
de os pacientes recidivarem e irem a óbito pelo câncer. Estudos recentes sugerem a 
PHD como um potencial supressor de tumor devido à sua função de regulação da 




  Com o presente trabalho foi possível concluir que existe uma associação do 
tamanho tumoral e da presença de cloro com intensidade expressão citoplasmática 
de HIF-1α, bem como a associação estadio clínico avançado e do consumo atual de 
álcool na positividade de expressão citoplasmática de PHD3 e da presença de 
cromo com a intensidade de expressão citoplasmática da mesma proteína. 
 Conclui-se também que o status linfonodal e o estadio clínico são importantes no 
prognóstico e sobrevida dos pacientes. Esse estudo apresenta dados inéditos sobre 
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o perfil elementar, os hábitos e a expressão de HIF-1α e PHD3 com os fatores 
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Com o presente trabalho foi possível caracterizar as amostras de carcinoma 
de células escamosas de cavidade oral quanto à presença dos elementos magnésio, 
fósforo, enxofre, cloro, potássio, cálcio, cromo, manganês, ferro, zinco, cobalto, 
níquel, cobre, arsênio e bromo. O hábito tabagista influenciou a presença dos 
elementos magnésio, cromo, manganês, arsênio e bromo. Os elementos magnésio e 
níquel estiveram associados ao histórico de consumo de tabaco, ao passo que os 
elementos cloro, arsênio e bromo ao consumo atual de tabaco.  
Além disto, os elementos cloro e cromo estiveram associados com o 
prognóstico, no qual o elemento cloro foi apontado como fator independente de 
proteção para a recidiva e para uma melhor sobrevida livre de doença. O elemento 
cromo, o estadio clínico avançado e o consumo de álcool influenciaram a 
intensidade expressão da proteína PHD3 e o elemento cloro e o tamanho tumoral a 
expressão da proteína HIF-1α.  
Esse estudo apresenta dados inéditos sobre o perfil elementar, os hábitos e a 
expressão de HIF-1α e PHD3 com os fatores prognósticos e sobrevida de pacientes 
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